
(57)【要約】

本発明は、試料中の酵素的に活性なリポタンパク質関連

ホスホリパーゼＡ２（Ｌｐ－ＰＬＡ２）を測定する方法

に関する。さらに、本発明は、試料中の酵素的に活性な

Ｌｐ－ＰＬＡ２を測定するための複合免疫捕獲方法に関

する。特に、本発明は、酵素的に活性なＬｐ－ＰＬＡ２

標準を用いた、試料中の酵素的に活性なＬｐ－ＰＬＡ２

を測定するための複合免疫捕獲方法に関する。さらに、

本発明は、試料中の酵素的に活性なＬｐ－ＰＬＡ２を測

定するためのキットに関する。特に、本発明は、酵素的

に活性なＬｐ－ＰＬＡ２標準を含む、試料中の酵素的に

活性なＬｐ－ＰＬＡ２を測定するためのキットに関する

。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） を
測 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 を 、 試 料 と 接 触 さ せ る こ と
；
（ ｂ ） 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 を 洗 浄 し て 、 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の 物 質 ま た は 干 渉 物 質 （ １
種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 除 去 す る こ と ；
（ ｃ ） 結 合 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ
れ た 基 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
（ ｄ ） 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 検 出 可 能 な 生 成 物 を 測 定 す る こ と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 が 、 血 清 試 料 、 血 漿 試 料 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 血 漿 試 料 ま た は Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 血 清 試 料 で あ
る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 が 、 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の 物 質 が 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） が 、 遊 離 チ オ ー ル 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 基 質 が 、
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ ま た は Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 基 質 が 、 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （ ｅ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 、 請
求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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　 検 出 可 能 な 生 成 物 が 、 放 射 活 性 な 、 比 色 的 な 、 常 磁 性 の 、 ま た は 蛍 光 性 の 標 識 を 有 す る
、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 蛍 光 的 に 、 比 色 的 に 、 常 磁 的 に 、 ま た は 放 射 線 に よ り 測 定 す る 、
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 さ ら に 、 段 階 （ ｄ ） の 測 定 さ れ た 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２
標 準 を 含 む 対 照 中 の 検 出 可 能 な 生 成 物 に 対 し て 比 較 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 が 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 野 生 型
の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 が 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に お
い て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 が 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 磁 性 ビ ー ズ ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に
結 合 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 標 準 に 対 し て 比 較 し た 試 料 中 の 検 出 可 能 な 生 成 物 に お け る 差 異 が 、 標 準 に 対 し て 比 較 し
た 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 に お け る 差 異 に よ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 個 体 に お け る 血 管 疾 患 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 を 用 い
て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 試 料 中 の Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ の 増 大 し た 活 性 が 血 管 疾 患 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 血 管 疾 患 が 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動
脈 疾 患 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 の た め の 個 体 を 選 択 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ６ に 記
載 の 方 法 を 用 い て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、
試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 増 大 し た 活 性 が 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 か ら 利 益 を 享 受 す る
個 体 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 血 管 疾 患 が 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動
脈 疾 患 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 療 法 が 、 ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 に 対 す る 個 体 の 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 す る こ と を
含 み 、 こ こ で 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 低 下 し た 活 性 が 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 に 対
し て 好 ま し く 応 答 す る 個 体 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 血 管 疾 患 が 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動
脈 疾 患 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 療 法 が 、 ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） を
測 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 を 、 試 料 と 接 触 さ せ て 、 結 合 剤 － Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 形 成 す る こ と ；
（ ｂ ） 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 固 定 化 す る こ と ；
（ ｃ ） 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 洗 浄 し て 、 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の
物 質 ま た は 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 除 去 す る こ と ；
（ ｄ ） 固 定 化 さ れ た 結 合 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生
成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
（ ｅ ） 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 検 出 可 能 な 生 成 物 を 測 定 す る こ と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 試 料 が 、 血 清 試 料 、 血 漿 試 料 ま た は Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 血 漿 試 料 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 結 合 剤 が 、 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 が 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 固 定 化
さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 固 定 化 さ れ た 化 合 物 が 、 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 、
タ ン パ ク 質 ま た は 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ラ ッ ト
、 マ ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 Ｉ ｇ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 固 定 化 さ れ た 化 合 物 が 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 磁 性 ビ ー ズ ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に
結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 結 合 剤 が 、 固 定 化 剤 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 固 定 化 剤 に 結 合 し て い る 結 合 剤 が 、 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
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　 固 定 化 剤 が 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 、 タ ン パ ク 質 ま た は 化 合
物 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ラ ッ ト
、 マ ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 Ｉ ｇ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 固 定 化 剤 が 、 ビ オ チ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 に 結 合 し た 固 定 化 剤 が 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 に 結 合 す る
、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 固 定 化 さ れ た 化 合 物 が 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 磁 性 ビ ー ズ ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に
結 合 し て い る 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 結 合 し た 化 合 物 が 、 結 合 し た 固 定 化 剤 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 、 タ ン パ ク 質 ま た は
化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ラ ッ ト
、 マ ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 Ｉ ｇ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 結 合 し た 物 質 が 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の 物 質 が 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） が 、 遊 離 チ オ ー ル 化 合 物 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 基 質 が 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ ま た は Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 基 質 が 、 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （ ｅ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 、 請
求 項 ５ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ３ 】
　 検 出 可 能 な 生 成 物 が 、 放 射 活 性 な 、 比 色 的 な 、 常 磁 性 の 、 ま た は 蛍 光 性 の 標 識 を 有 す る
、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 蛍 光 的 に 、 比 色 的 に 、 常 磁 的 に 、 ま た は 放 射 線 に よ り 測 定 す る 、
請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 さ ら に 、 段 階 （ ｅ ） の 測 定 さ れ た 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２
標 準 を 含 む 対 照 中 の 検 出 可 能 な 生 成 物 に 対 し て 比 較 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 が 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 野 生 型
の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 が 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に お
い て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 標 準 に 対 し て 比 較 し た 試 料 中 の 検 出 可 能 な 生 成 物 に お け る 差 異 が 、 標 準 に 対 し て 比 較 し
た 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 に お け る 差 異 に よ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 個 体 に お け る 血 管 疾 患 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 を 用 い
て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 し 、 こ こ で 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 増
大 し た 活 性 が 血 管 疾 患 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 血 管 疾 患 が 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動
脈 疾 患 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 の た め の 個 体 を 選 択 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ５ ８ に 記
載 の 方 法 を 用 い て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、
試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 増 大 し た 活 性 が 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 か ら 利 益 を 享 受 す る
個 体 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 血 管 疾 患 が 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動
脈 疾 患 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ６ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 療 法 が 、 ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 に 対 す る 個 体 の 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 ５ ８ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 す る こ と を
含 み 、 こ こ で 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 低 下 し た 活 性 が 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 に 対
し て 好 ま し く 応 答 す る 個 体 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 血 管 疾 患 が 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動
脈 疾 患 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、
請 求 項 ６ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 療 法 が 、 ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４
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に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） を
測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 お よ び Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ る 基 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 基 質 が 、
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
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【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ ま た は Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 基 質 が 、 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （ ｅ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 、 請
求 項 ６ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 さ ら に 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 を 含 む 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 が 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 野 生 型
の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 が 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に お
い て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ７ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） を
測 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 試 料 を 、 試 料 中 の 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 還 元 す る 化 合 物 と 共 に
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と ；
（ ｂ ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試 料 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 遊 離 の チ オ
ー ル 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
（ ｃ ） 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 遊 離 の チ オ ー ル 生 成 物 を 測 定 す る こ
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と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 試 料 が 、 血 清 試 料 、 血 漿 試 料 ま た は Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 血 漿 試 料 で あ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 試 料 中 の 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 還 元 す る 化 合 物 が 、 Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ で あ る
、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 試 料 を 、 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 試 料 を 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 試 料 を 、 約 ２ ～ 約 １ ２ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 試 料 を 、 約 ５ ～ 約 ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 基 質 が 、
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 基 質 が 、 （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 さ ら に 、 段 階 （ ｃ ） の 測 定 さ れ た 遊 離 の チ オ ー ル 生 成 物 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 標 準 を 含 む 対 照 中 の 遊 離 の チ オ ー ル 生 成 物 に 対 し て 比 較 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ７ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 が 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 野 生 型
の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ４ 】
　 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 が 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に お
い て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ８ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 段 階 （ ａ ） 、 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） を 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 行 う 、 請 求 項 ７ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） を
測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 還 元 す る 化 合
物 お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ る 基 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 基 質 が 、
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 基 質 が 、 （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 ８ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 さ ら に 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 を 含 む 、 請 求 項 ８ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 が 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 野 生 型
の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 が 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に お
い て 発 現 さ れ る 、 請 求 項 ９ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 特 許 出 願 は 、 ２ ０ ０ ４ 年 ２ 月 ３ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 番 号 60/541,583か ら
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の 優 先 権 の 利 益 を 請 求 し 、 こ れ を 、 こ の 全 体 に お い て 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） の 活 性 を 決 定 す
る 方 法 に 関 す る 。 特 に 、 こ れ は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 特 異 的 結 合 剤 お よ び ／ ま た は 種 々 の 形 式
で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ 得 る 基 質 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 活 性 を 決
定 す る こ と に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 活 性 を 特 異 的 に 決 定 す る た め
の 、 複 合 免 疫 捕 獲 活 性 ア ッ セ イ (hybrid-immunocapture activity assay)に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
序 論
　 リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） は 、 酵 素 的 に 活 性 な ５ ０ ｋ
Ｄ の タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で
あ り 、 ほ と ん ど の ホ ス ホ リ パ ー ゼ と は 異 な り 、 Ｃ ａ ２ ＋ 依 存 性 で な い 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は
、 以 前 に Tewら (1996) Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 16:591-599,　 Tjoelkerら (19
95) Nature 374(6522):549-53お よ び Caslakeら (2000) Atherosclerosis 150(2): 413-9に
よ り 、 文 献 に お い て 同 定 さ れ て お り 、 特 徴 づ け さ れ て い る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 お よ び イ
ム ノ ア ッ セ イ は 、 特 許 文 献 WO 95/00649-A1、 米 国 特 許 第 5,981,252号 ； 5,968,818号 ； お よ
び 6,177,257号 （ SmithKline Beechamに 対 し て ） 並 び に WO 00/24910-A1、 米 国 特 許 第 5,532
,152号 ； 5,605,801号 ； 5,641,669号 ； 5,656,431号 ； 5,698,403号 ； 5,977,308号 ； お よ び 5
,847,088号 （ ICOS Corporationに 対 し て ） 中 に 記 載 さ れ て お り 、 こ の 内 容 を 、 こ れ ら の 全
体 に お い て 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り
、 動 脈 硬 化 病 変 に お い て 増 大 し た 発 現 を 伴 っ て 発 現 さ れ る (Hakkinin (1999) Arterioscle
r Thromb Vasc Biol 19(12): 2909-17)。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 主 に Ｌ Ｄ Ｌ に 結 合 し て 循 環
し 、 Ｌ Ｄ Ｌ と 共 に 同 時 精 製 し （ co-purifies） 、 Ｌ Ｄ Ｌ に 関 連 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ 活 性 の
＞ ９ ５ ％ の 原 因 で あ る (Caslake 2000)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 の 研 究 に お い て 、 リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） レ ベ
ル は 、 男 性 に お い て 血 管 造 影 的 に 証 明 さ れ た 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） と 有 意 に 相 関 し て お
り (Caslake 2000)、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 を 有 す る 男 性 に お け る 心 事 故 （ cardiac event
） と 関 連 す る (Packard (2000) N Engl J Med 343(16): 1148-55)と 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） は 、 米 国 に お け る 単 一 の 最 も 一 般 的 な 致 命 的 な 疾 患 で あ る 。 ２
０ ０ ３ 年 に お い て 、 １ ， １ ０ ０ ， ０ ０ ０ 人 と 見 積 も ら れ る ア メ リ カ 人 が 、 新 た な 、 ま た は
再 発 性 の 冠 血 管 発 作 を 有 す る と 予 測 さ れ る （ American Heart Associationウ ェ ブ サ イ ト 、
ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ の 拡 張 子 .orgを 有 す る americanheartを 参 照 ） 。 こ れ ら の 個 体 の 約
６ ０ ％ は 、 以 前 に 知 ら れ て い る 危 険 因 子 を 有 し て い な い 。 Ｃ Ｈ Ｄ を 発 症 す る 危 険 に あ る 個
体 を 診 断 し 、 療 法 に 適 す る 患 者 を 選 択 し 、 指 示 さ れ る 療 法 に 対 す る 応 答 を モ ニ タ リ ン グ し
、 個 体 の 危 険 を 低 下 さ せ る た め の 大 き い 必 要 性 が あ る こ と は 、 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 種 々 の 方 法 が 報 告 さ れ て お り 、 こ れ に は 、
イ ム ノ ア ッ セ イ (Caslake 2000)、 活 性 ア ッ セ イ （ PAF Acetylhydrolase Assay Kit, Cat#7
60901 product brochure, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 12/18/97 （ ワ ー ル ド ワ イ
ド ウ ェ ブ の 拡 張 子 . comを 有 す る caymanchem） ； ネ ス コ カ ン パ ニ ー 、 ア ズ ウ ェ ル 社 、 日 本
国 大 阪 府 茨 木 市 庄 ２ － ２ ４ － ３ ま た は Karlan Chemicals, Cottonwood, Arizonaか ら 入 手
で き る Azwell Auto PAF-AHキ ッ ト 、 ま た Kosaka (2000)を も 参 照 ） 、 血 清 血 小 板 活 性 化 因
子 ア セ チ ル ヒ ド ロ ラ ー ゼ 活 性 に つ い て の 分 光 学 的 定 量 法 （ Clin Chem Acta 296: 151-161,
 WO 00/32808（ ア ズ ウ ェ ル に 対 し て ） ） が 含 ま れ る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 検 出 す る た め の 他
の 公 表 さ れ て い る 方 法 に は 、 WO 03/048172（ SIRS-LABに 対 し て ） お よ び WO 2005/001416（
Glaxoに 対 し て ） が 含 ま れ る 。 公 表 さ れ て い る 出 願 の 内 容 を 、 こ れ ら の 全 体 に お い て 参 照
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に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 こ れ ら の 公 表 さ れ て い る 論 文 ま た は 出 願 は い ず れ も 、 Ｌ ｐ
－ Ｐ Ｌ Ａ ２ の 質 量 お よ び 活 性 を 共 に 測 定 す る 方 法 を 提 供 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 最 近 、 米 国 食 品 医 薬 品 局 （ Ｆ Ｄ Ａ ） は 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） に つ い て の 危 険 の 前 兆
と し て 用 い る べ き ヒ ト 血 漿 に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 定 量 的 決 定 に つ い て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試
験 に つ い て の 認 可 を 許 諾 し た （ （ ２ ０ ０ ３ ） ９ 月 ～ １ ０ 月 ； New test predicts heart ri
sk. FDA Consum. 37(5):6） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ 形 式 に は 、 制 限 が あ る 。 例 え ば 、 酵 素 活 性 の み を 測 定 す る ア ッ セ イ は
、 試 験 試 料 中 に 存 在 す る 他 の 酵 素 ま た は 物 質 に よ る 基 質 に つ い て の 競 合 的 な 活 性 の 欠 点 を
有 す る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ の 多 く の 要 素 メ ン バ ー は 、 酸 化 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ
ル コ リ ン に 対 す る 酵 素 活 性 を 示 す 。 さ ら に 、 Cayman活 性 ア ッ セ イ は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性
に 依 存 し な い 基 質 を 変 換 す る 血 清 中 の 物 質 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル の 欠 点 を 有 す
る 。 特 に 、 Caymanキ ッ ト は 、 方 法 の 一 部 と し て 遊 離 チ オ ー ル の 検 出 に 頼 る 。 Caymanア ッ セ
イ は 、 研 究 室 設 定 に お い て 良 好 に 作 用 し 得 る 一 方 、 遊 離 チ オ ー ル を 検 出 す る こ と に よ り 、
ヒ ト 組 織 、 血 漿 ま た は 血 清 試 料 中 の 豊 富 な 遊 離 チ オ ー ル の た め に 、 Caymanキ ッ ト は 、 ヒ ト
試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ （ ま た は Ｐ Ａ Ｆ － Ａ Ｈ ） を 測 定 す る た め に 用 い る に は 不 適 当 に な
る 。 さ ら に 、 在 来 の ア ッ セ イ は 、 特 異 性 が な い た め に 誤 っ て 高 い 活 性 を 検 出 し 得 る 。 臨 床
的 設 定 に お け る 活 性 の 虚 偽 の 測 定 に よ り 、 疾 患 の 不 適 切 な 診 断 、 ま た は 酵 素 活 性 を 低 下 さ
せ る こ と を 意 図 す る 療 法 に 対 す る 患 者 の 応 答 が も た ら さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 対 照 的 に 、 標 準 的 な 抗 体 に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 高 度 に 特 異 性 で あ り 、 関 連 す る 標
的 の 量 を 他 の 密 接 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 中 で 検 出 し 、 定 量 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ
れ ら は 、 標 的 の 酵 素 活 性 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と が で き な い 。 こ の ア ッ セ イ 形 式 に よ り 、
関 連 す る タ ン パ ク 質 の み が 測 定 さ れ る こ と が 確 実 に な る 一 方 、 こ の 制 限 に よ り 、 こ の よ う
な ア ッ セ イ は 、 酵 素 阻 害 剤 に 対 す る 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る に あ た っ て の 有 用 な 手 段 で あ
る こ と が 不 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 他 の Ｐ Ｌ Ａ ２ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 中 か ら 特 異 的 に 選 択 す
る こ と が で き 、 さ ら に Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る ア ッ セ イ に つ い
て の 大 き い 必 要 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
冠 動 脈 心 疾 患
　 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） に は 、 脈 管 構 造 の す べ て の 疾 患 が 含 ま れ 、 こ れ に は 、 高 血 圧 、 冠
動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 が 含 ま れ る 。
研 究 に よ り 、 Ｃ Ｈ Ｄ は 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 大 部 分 の 原 因 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 Ｃ Ｈ Ｄ の 有 病 率 は
、 年 齢 の 関 数 と し て 顕 著 に 増 大 し 、 男 性 は 、 ほ と ん ど の 年 齢 群 内 で 女 性 よ り も 高 い 有 病 率
を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 心 臓 疾 患 の 危 険 に あ る 個 体 を 同 定 す る た め に 用 い ら れ る 現 在 の 注 意 の 基 準 は 、 ト リ グ リ
セ リ ド 、 総 コ レ ス テ ロ ー ル 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｌ Ｄ Ｌ ） － コ レ ス テ ロ ー ル お よ び 高
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ Ｈ Ｄ Ｌ ） － コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む 脂 質 パ ネ ル （ lipid panel） (Adul
t Treatment Panel III)の 測 定 で あ る 。 Executive Summary of The Third Report of The
 National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evalua
tion, And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults (Adult Treatment Panel I
II). JAMA (2001) 285(19): 2486-97。 最 近 の Adult Treatment Panel III (ATP III)ガ イ
ド ラ イ ン (2001)に お い て 、 危 険 因 子 の 根 拠 に 依 存 し て 、 ≧ １ ０ ０ ～ ≦ １ ３ ０ ｍ ｇ ／ ｄ Ｌ の
Ｌ Ｄ Ｌ － コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル を 有 す る 個 体 は 、 治 療 的 な ラ イ フ ス タ イ ル の 変 更 を 開 始 す
る こ と が 推 薦 さ れ る 。 ＞ １ ３ ０ ｍ ｇ ／ ｄ Ｌ の Ｌ Ｄ Ｌ － コ レ ス テ ロ ー ル を 有 す る 成 人 は 、 ＜
１ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｄ Ｌ の Ｌ Ｄ Ｌ － コ レ ス テ ロ ー ル の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 集 中 的 な ラ イ フ ス
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タ イ ル 療 法 お よ び Ｌ Ｄ Ｌ － コ レ ス テ ロ ー ル 低 下 薬 剤 療 法 が 推 薦 さ れ る 。 ＞ １ ６ ０ ｍ ｇ ／ ｄ
Ｌ の Ｌ Ｄ Ｌ レ ベ ル を 有 す る 患 者 は 、 脂 質 低 下 薬 剤 で の 療 法 を 考 慮 す る べ き で あ る 。 The Am
erican Heart Associationは 、 米 国 に お い て １ ０ ０ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ 人 を 超 え る 成 人 が 、
総 コ レ ス テ ロ ー ル の 最 適 な レ ベ ル を 超 え て い る と 見 積 も っ た 。 ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ の 拡
張 子 .orgを 有 す る ウ ェ ブ サ イ ト americanheartを 参 照 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 研 究 は 、 上 昇 し た Ｌ Ｄ Ｌ － コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル を Ｃ Ｈ Ｄ の 危 険 と 関 連 さ せ 続 け る 一 方
、 顕 著 な 数 の 正 常 な Ｌ Ｄ Ｌ － コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル を 有 す る 個 体 が 、 心 事 故 を 経 験 し て い
る こ と が 、 十 分 に 理 解 さ れ て お り 、 こ れ は 、 現 在 認 識 さ れ て い な い 他 の 因 子 が 関 与 し 得 る
こ と を 示 唆 し て い る (Eaton (1998) J Am Board Fam Pract 11(3): 180-6)。 新 た な 危 険 因
子 に つ い て の 研 究 に お い て 、 ア テ ロ ー ム 発 生 に お け る 炎 症 の 役 割 に 関 す る 基 礎 的 お よ び 臨
床 的 研 究 の 大 き く な る 主 部 が 明 ら か に な る に 従 っ て 、 顕 著 な 注 意 が 、 近 年 、 炎 症 の マ ー カ
ー に 対 し て 集 中 さ れ て い る (Lusis (2000) Atherosclerosis. Nature 407(6801): 233-41;
 Lindahl (2000) N Engl J Med 343(16): 1139-47)。 調 査 中 の 炎 症 マ ー カ ー の 数 種 に は 、
細 胞 接 着 分 子 、 Ｃ Ｄ － ４ ０ リ ガ ン ド 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ６ お よ び Ｃ － 反 応 性 タ ン パ ク 質 （
Ｃ Ｒ Ｐ 、 高 感 度 方 法 に よ り 測 定 し た 、 ま た は ｈ ｓ Ｃ Ｒ Ｐ ） が 含 ま れ る 。 Ｃ Ｒ Ｐ 、 即 ち 非 特
異 性 急 性 期 炎 症 マ ー カ ー は 、 最 近 Ｃ Ｈ Ｄ に つ い て の 潜 在 的 な 危 険 指 標 と し て 顕 著 な 注 目 を
受 け て い る (Ridker (2002) N Engl J Med 347(20): 1557-65; Blake (2002)); J Intern 
Med 252(4): 283-94)。 し か し 、 Ｃ Ｒ Ｐ は 、 炎 症 の 多 く の 源 に 対 し て 反 応 性 で あ る こ と が
十 分 知 ら れ て お り 、 こ れ に よ り 、 さ ら な る 調 査 が 、 動 脈 の 関 与 の 一 層 特 異 的 な マ ー カ ー を
同 定 す る こ と が 正 当 で あ る と 証 明 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 不 安 定 な プ ラ ー ク の 形 成 を も た ら す ア テ ロ ー ム 硬 化 症 の 発 病 は 、 Ｃ Ｈ Ｄ の 主 要 な 原 因 の
１ つ と し て 認 識 さ れ て い る (Lusis 2000)。 最 近 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 の 発 病 の 新 た な 理 解 が
、 不 安 定 な プ ラ ー ク の 形 成 に 対 す る 重 要 な 寄 与 体 と し て の 炎 症 プ ロ セ ス に 対 し て 強 調 さ れ
た 。 狭 窄 の 程 度 よ り む し ろ ア テ ロ ー ム 硬 化 症 プ ラ ー ク の 不 安 定 性 は 、 心 筋 梗 塞 （ Ｍ Ｉ ） の
主 要 部 に お け る 主 な 原 因 で あ る と 考 慮 さ れ て い る 。 こ の 実 現 に よ り 、 炎 症 の マ ー カ ー は 、
心 臓 血 管 の 危 険 の 前 兆 と し て 有 用 で あ り 得 る と い う 、 プ ラ ー ク 生 物 学 の 調 査 お よ び 認 識 が
も た ら さ れ た 。 炎 症 の 種 々 の 候 補 マ ー カ ー の 中 で 、 Ｃ Ｒ Ｐ （ 高 感 度 方 法 に よ り 測 定 し た 、
ｈ ｓ － Ｃ Ｒ Ｐ ） 、 即 ち 非 特 異 性 急 性 期 炎 症 マ ー カ ー は 、 Ｃ Ｈ Ｄ の 前 兆 と し て 最 も 大 き い 注
目 を 受 け て い る (Ridker 2002)。
【 ０ ０ １ ５ 】
疾 患 に つ い て の 分 子 的 基 礎
　 動 脈 の 内 皮 空 間 に お け る Ｌ Ｄ Ｌ の 酸 化 は 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 の 発 生 に お け る 臨 界 的 に 重
要 な 段 階 で あ る と 考 慮 さ れ る 。 酸 化 さ れ た Ｌ Ｄ Ｌ は 、 野 生 型 の （ native） Ｌ Ｄ Ｌ と は 異 な
り 、 炎 症 促 進 性 お よ び ア テ ロ ー ム 生 成 促 進 性 (pro-atherogenic)活 性 の 宿 主 と 関 連 す る と
示 さ れ て お り 、 こ れ は 、 最 終 的 に は 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 プ ラ ー ク の 形 成 に 至 る (Glass (20
01) Cell 104(4): 503-16; Witztum (1994) Lancet 344(8925): 793-5)。 基 礎 的 な 研 究 か
ら の 増 大 す る 根 拠 に よ り 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 が 、 炎 症 性 成 分 を 有 し 、 血 管 壁 に お け る 脂 質
の 単 純 な 蓄 積 よ り も は る か に 多 く を 表 す こ と が 示 唆 さ れ る 。 病 変 の 最 も 早 期 の 徴 候 は 、 主
と し て 泡 沫 細 胞 と し て 知 ら れ て い る 脂 質 保 有 マ ク ロ フ ァ ー ジ で 構 成 さ れ て い る 脂 肪 線 条 で
あ る 。 こ れ ら の 細 胞 の 前 駆 体 は 、 循 環 す る 単 球 で あ る 。 後 に 続 く 炎 症 性 応 答 は 、 さ ら に 、
平 滑 筋 細 胞 お よ び 単 球 の 損 傷 の 部 位 へ の 移 動 お よ び 増 殖 を 刺 激 し て 、 中 間 の 病 変 を 形 成 し
得 る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 平 滑 筋 細 胞 の 層 が 蓄 積 す る に 従 っ て 、 繊 維 状 プ ラ ー ク が 形 成
し 、 こ れ は 、 細 胞 残 骸 、 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 カ ル シ ウ ム 塩 お よ び 平 滑 筋 の 繊 維 状 キ ャ
ッ プ 、 コ ラ ー ゲ ン お よ び プ ロ テ オ グ リ カ ン で 構 成 さ れ て い る 壊 死 コ ア （ necrotic core）
に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 こ の 進 行 し た 病 変 の 次 第 の 成 長 は 、 最 終 的 に 動 脈 管 腔 中 に 突 出 し
、 血 流 を 妨 げ 得 る 。 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 の さ ら な る 進 行 に よ り 、 プ ラ ー ク 破 裂 お よ び そ の 後
の 血 栓 の 形 成 が も た ら さ れ 得 、 こ れ に よ り 急 性 冠 動 脈 症 候 群 、 例 え ば 不 安 定 狭 心 症 、 Ｍ Ｉ
ま た は 突 然 の 虚 血 死 が も た ら さ れ る (Davies (2000)　 Heart 83:361-366; Libby (1996) C

10

20

30

40

50

(15) JP 2007-523644 A 2007.8.23



urr Opin Lipidol 7(5): 330-5)。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 酸 化 的 に 修 飾 さ れ た Ｌ Ｄ Ｌ の ｓ ｎ － ２ 脂 肪 酸 を 加 水 分 解 す る こ と に
よ り 、 ア テ ロ ー ム 発 生 の プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 奏 し 、 リ ソ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン
お よ び 酸 化 さ れ た 遊 離 脂 肪 酸 の 生 成 を も た ら す (Macphee (1999) Biochem J 338 (Pt 2): 
479-87)。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 作 用 の こ れ ら の 酸 化 さ れ た リ ン 脂 質 生 成 物 の 両 方 は 、 他 の 炎 症
促 進 性 作 用 の 中 で 、 単 球 を 惹 き つ け 、 泡 沫 細 胞 形 成 に 寄 与 す る こ れ ら の 能 力 に よ り 、 ア テ
ロ ー ム 硬 化 症 の 発 生 お よ び 進 行 に 寄 与 す る と 考 え ら れ て い る (Macphee (2001) Curr Opin 
Pharmacol 1(2): 121-5; Macphee (2002)　 Expert Opin Ther Targets 6(3): 309-14)。
【 ０ ０ １ ７ 】
臨 床 的 研 究
　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 以 前 、 Ｃ Ｈ Ｄ に つ い て の 潜 在 的 な 危 険 因 子 と し て 報 告 さ れ て い る 。
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の Ｃ Ｈ Ｄ に つ い て の 血 漿 レ ベ ル の 予 測 値 は 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 を 有 す
る ６ ， ５ ９ ５ 人 の 男 性 が 関 与 す る 大 規 模 な 前 向 き 症 例 対 照 臨 床 試 験 に お い て 報 告 さ れ て お
り 、 こ れ は 、 West of Scotland Coronary Prevention Study (WOSCOPS) (Packard 2000)
と し て 知 ら れ て い る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 、 ５ ８ ０ の Ｃ Ｈ Ｄ 症 例 （ 致 命 的 で な い Ｍ Ｉ 、 Ｃ Ｈ
Ｄ か ら の 死 、 ま た は 血 管 再 生 手 順 に よ り 定 義 さ れ る ） お よ び １ ， １ ６ ０ の 整 合 し た 対 照 に
お い て 測 定 し た 。 結 果 は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 血 漿 レ ベ ル は 、 一 変 量 お よ び 多 変 量 解 析 に よ
り Ｃ Ｈ Ｄ 事 象 の 発 生 に 顕 著 に 関 連 す る こ と を 示 し 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 最 も 低 い 五 分 位 点 （
quinitile） と 比 較 し て 、 最 も 高 い 五 分 位 点 に つ い て の Ｃ Ｈ Ｄ 事 象 に つ い て の 相 対 的 危 険
の ほ ぼ ２ 倍 の 増 大 を 伴 う 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の Ｃ Ｈ Ｄ と の 関 連 は 、 伝 統 的 な 危 険 因 子 、 例 え
ば Ｌ Ｄ Ｌ － コ レ ス テ ロ ー ル お よ び 他 の 変 数 と は 独 立 し て い た 。 こ の 研 究 に よ り 、 Ｃ Ｈ Ｄ に
つ い て の 危 険 因 子 と し て の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 臨 床 的 有 用 性 の 有 望 な 予 備 的 な 指 摘 が 提 供 さ
れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら に 、 血 管 造 影 的 に 明 ら か に な っ た Ｃ Ｈ Ｄ の 研 究 に お い て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 冠 血
管 狭 窄 の 程 度 と 顕 著 に 関 連 す る と 示 さ れ た (Caslake 2000)。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 女 性 の み を 試 験 し た （ ｎ ＝ ２ ４ ６ 、 １ ２ ３ の 症 例 お よ び １ ２ ３ の 対 照 ） 他 の 研 究 に お い
て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 基 準 （ baseline） レ ベ ル は 、 症 例 の 中 で は 対 照 よ り も 高 か っ た （ ｐ
＝ ０ ． ０ １ ６ ） が 、 他 の 心 臓 血 管 危 険 因 子 に つ い て 調 整 し た 場 合 に は 、 Ｃ Ｈ Ｄ と 顕 著 に 関
連 し な か っ た 。 こ の 研 究 に お い て 、 症 例 は 、 ４ ０ ％ の 脳 卒 中 を 有 す る 女 性 、 ５ １ ％ の 致 命
的 で な い 心 筋 梗 塞 お よ び ９ ％ の 致 命 的 Ｃ Ｈ Ｄ を 含 ん で い た (Blake (2001)　 J Am Coll Car
diol 38(5): 1302-6)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 最 近 、 い く つ か の 大 き い 研 究 が 、 臨 床 的 証 拠 に 加 え ら れ た 。 例 え ば 、 Atherosclerosis 
Risk in Communities Study (ARIC)は 、 １ ０ 年 間 の 期 間 に わ た り 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 に つ
い て の 病 因 学 、 危 険 因 子 、 臨 床 的 続 発 症 お よ び 処 置 代 案 を 研 究 す る こ と を 計 画 し た 。 こ れ
は 、 National Institutes of Health (NIH)に よ り 出 資 さ れ 、 米 国 に お け る ４ つ の 地 域 共
同 体 に お け る １ ５ ， ７ ９ ２ 人 の 明 ら か に 健 康 な 男 性 お よ び 女 性 、 年 齢 ４ ５ ～ ６ ４ 歳 が 関 与
し て い る 。 保 存 し た 試 料 を 用 い る 遡 及 的 な 研 究 に お い て 、 Ｌ Ｄ Ｌ ＜ １ ３ ０ ｍ ｇ ／ ｄ Ｌ で あ
る が 上 昇 し た レ ベ ル の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ （ 最 も 高 い 三 分 位 値 ） を 有 す る 個 体 は 、 低 レ ベ ル の
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 有 す る 当 該 個 体 と 比 較 し て 、 冠 血 管 事 故 （ coronary event） の ２ ． ０ ８
倍 高 い 危 険 を 有 し て い た (Ballantyne (2004) Circulation. 109(7):837-42)。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 最 近 、 Monitoring Trends and Determinants in Cardiovascular Diseases Study (MON
ICA)は 、 ２ １ カ 国 に お け る 都 市 部 の 、 お よ び 田 園 の 地 域 か ら の ２ ８ ２ ， ２ ７ ９ 人 の 明 ら か
に 健 康 な 男 性 か ら の デ ー タ を 採 集 す る 世 界 保 健 機 関 の プ ロ ジ ェ ク ト で あ っ た 。 Ｍ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ
Ａ 対 象 の 亜 集 団 か ら の 血 清 試 料 を 用 い た そ の 後 の 研 究 に お い て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ と 冠 血 管
事 故 と の 間 の 関 連 を 調 査 し た 。 こ の 従 属 研 究 に お い て 、 年 齢 ４ ５ ～ ６ ４ 歳 の ９ ３ ４ 人 の 男
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性 を １ ４ 年 間 追 跡 し た 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 平 均 の 基 準 レ ベ ル は 、 症 例 対 非 症 例 に お い て 、
顕 著 に 高 か っ た （ ｐ ＝ ０ ． ０ １ ） 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 測 定 し た 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 濃 度 に お
け る １ つ の 標 準 偏 差 の 増 大 は 、 １ ． ３ ７ の 相 対 的 危 険 度 で 一 変 量 解 析 に お い て 関 連 し て お
り （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ０ ２ ） 、 危 険 度 の 関 連 は 、 他 の 因 子 、 例 え ば 年 齢 、 糖 尿 病 、 喫 煙 、 血 圧
、 脂 質 レ ベ ル 、 Ｂ Ｍ Ｉ お よ び Ｃ Ｒ Ｐ レ ベ ル に つ い て 調 整 し た 後 に さ え も 、 統 計 的 に 有 意 の
ま ま で あ っ た （ 相 対 的 危 険 度 ： １ ． ２ １ ； ｐ ＜ ０ ． ０ ４ ） 。 こ の 研 究 に お い て 、 Ｌ ｐ － Ｐ
Ｌ Ａ ２ お よ び Ｃ Ｒ Ｐ の 両 方 の 最 も 高 い レ ベ ル を 有 す る 個 体 は 、 低 レ ベ ル の 両 方 の マ ー カ ー
を 有 す る 個 体 よ り も 、 １ ． ９ 倍 大 き い 危 険 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
脳 卒 中 お よ び 末 梢 血 管 疾 患
　 脳 卒 中 は 、 工 業 化 さ れ た 世 界 に お け る 死 亡 お よ び 障 害 の 主 な 原 因 で あ る 。 米 国 に お い て
、 １ 年 あ た り 約 ７ ０ ０ ， ０ ０ ０ の 脳 卒 中 が あ り 、 こ の 中 で ５ ０ ０ ， ０ ０ ０ は 、 初 め て の 患
者 に お い て 発 生 す る 脳 卒 中 で あ る 。 こ れ ら の 発 作 は 、 米 国 に お い て １ ５ 人 に １ 人 の 死 因 で
あ り 、 多 数 の 障 害 を 有 す る 生 存 者 を も た ら す （ １ ９ ９ ９ 年 に 米 国 に お い て １ ， １ ０ ０ ， ０
０ ０ 人 ） 。 脳 卒 中 の 合 計 の 年 間 費 用 は 、 ２ ０ ０ ４ 年 に 米 国 に お い て ５ ３ ， ６ ０ ０ ， ０ ０ ０
， ０ ０ ０ ド ル で あ る と 見 積 も ら れ た 。 Rotterdam Study - Oeiら (European Society of Ca
rdiology in August 2004)お よ び ARIC Study - Ballantyneら (Scientific Sessions of t
he American Heart Association (AHA) in November 2004)か ら 提 示 さ れ た デ ー タ は 、 Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ が 、 脳 卒 中 に つ い て の 独 立 し た 危 険 因 子 で あ る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 Ａ Ｒ Ｉ
Ｃ 脳 卒 中 研 究 に よ り 、 ｈ ｓ Ｃ Ｒ Ｐ お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 両 方 の 測 定 は 、 脳 卒 中 危 険 度 評
価 に 特 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 末 梢 血 管 疾 患 （ Ｐ Ｖ Ｄ ） は 、 肢 の 損 失 、 ま た は さ ら に 生 命 の 損 失 を 生 じ る 可 能 性 を 有 す
る 、 ほ ぼ 汎 発 性 の 状 態 で あ る 。 Ｐ Ｖ Ｄ は 、 塞 栓 ま た は 血 栓 の い ず れ か に よ り 急 速 に 悪 化 し
得 る 、 存 在 す る ア テ ロ ー ム 硬 化 症 に よ り 生 じ る 不 十 分 な 組 織 灌 流 と し て 出 現 す る 。 Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 お よ び 血 管 炎 症 間 の 関 連 の た め に 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ レ ベ ル の
測 定 は 、 Ｐ Ｖ Ｄ を 検 出 、 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 最 近 、 Santos
ら は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ お よ び 足 関 節 上 腕 血 圧 比 （ Ａ Ｂ Ｉ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 の 尺 度 の 研 究 を
報 告 し た 。 彼 ら は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 比 較 的 低 い Ａ Ｂ Ｉ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ５ ） の 境 界 に 顕 著
な 前 兆 で あ り 、 他 方 Ｃ Ｒ Ｐ お よ び 白 血 球 計 数 （ Ｗ Ｂ Ｃ ） を 研 究 さ れ た 他 の マ ー カ ー は 、 顕
著 で は な か っ た こ と を 見 出 し た (Santos (2004) Vasc Med. 9(3):171-6)。
【 ０ ０ ２ ４ 】
追 加 の 疾 患
　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ は 、 呼 吸 窮 迫 症 候 群 (Grissom (2003) Crit Care Med. 31(3):770-5)、
免 疫 グ ロ ブ リ ン Ａ 腎 症 (Yoon (2002) Clin Genet. 62(2):128-34)、 大 腿 膝 窩 動 脈 バ イ パ ス
の 移 植 片 開 存 性 (Unno (2002) Surgery 132(l):66-71)、 口 内 炎 (McManusお よ び Pinckard (
2000) Crit Rev Oral Biol Med. II (2):240-5 8)、 気 道 炎 症 お よ び 反 応 性 亢 進 (Henderso
n (2000) J.　 Immunol. 15; 1 64(6):3360-7)、 Ｈ Ｉ Ｖ お よ び Ａ Ｉ Ｄ Ｓ (Khovidhunkit (19
99) Metabolism　 48(12):1524-31)、 喘 息 (Satoh (1999) Am J Respir Crit Care Med. 15
9(3):974-9)、 若 年 性 関 節 リ ウ マ チ (Tselepis (1999) Arthritis Rheum. 42(2):373-83)、
ヒ ト 滲 出 性 中 耳 炎 (Tsuji (1998) ORL J Otorhinolaryngol Relat Spec.60(l):25-9)、 統
合 失 調 症 (Bell (1997) Biochem Biophys Res Commun. 29;241(3):630-5 9)、 壊 死 性 腸 炎
の 発 生 (Muguruma,(1997)　 Adv Exp Med Biol. 407:3 79-82)、 並 び に 虚 血 性 腸 壊 死 (Furuk
awa (1993) Pediatr Res. 34(2):237-41)を 含 む 、 い く つ か の 他 の 疾 患 に 関 係 し て い た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤
　 さ ら に 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 、 冠 動 脈 疾 患 お よ び ア テ ロ ー ム 硬 化 症 の 処 置 の た め の 治 療 標
的 と し て の 有 効 性 を 引 用 す る い く つ か の 論 文 が 公 表 さ れ て い る (Caslake 2000; Macphee 2
001; Carpenter (2001) FEBS Lett. 505(3):357-63.; Leach (2001) Farmaco 56(1-2): 4
5-50)。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ が 、 Ｃ Ｈ Ｄ の 処 置 の た め の 治 療 標 的 で あ る と い う 証 拠 は 、 Ｌ ｐ －
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Ｐ Ｌ Ａ ２ の 阻 害 剤 の い く つ か の 属 お よ び こ れ ら の 使 用 を 記 載 す る 多 く の 記 事 中 に 公 表 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ れ ら の 属 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い ： ア ゼ チ ジ ノ ン 阻
害 剤 、 Ｓ Ｂ － ２ ２ ２ ６ ５ ７ 、 Ｓ Ｂ － ２ ２ ３ ７ ７ ７ (MacPhee 1999)； 可 逆 的 ２ － （ ア ル キ ル
チ オ ） － ピ リ ミ ジ ン － ４ － オ ン (Boydら (2000) Bioorg Med Chem Lett. 10(4):395-8)； 天
然 の 生 成 物 か ら 誘 導 さ れ る 阻 害 剤 、 Ｓ Ｂ － ２ ５ ３ ５ １ ４ お よ び 類 似 体 (Pinto (2000); Bio
org Med Chem Lett. 10(17):2015-7)； Pseudomonas fluorescens DSM 11579に よ り 産 生 さ
れ る 阻 害 剤 、 Ｓ Ｂ － ２ ５ ３ ５ １ ４ お よ び 類 似 体 (Thirkettle (2000)ら 、 J Antibiot (Toky
o). 53(7):664-9; Busby (2000)　 J Antibiot (Tokyo). 53(7):670-6.; Thirkettle (200
0)　 J Antibiot (Tokyo). 53(7):733-5)； ２ － （ ア ル キ ル チ オ ） － ピ リ ミ ド ン 、 経 口 的 に
活 性 な １ － （ （ ア ミ ド 結 合 ） － ア ル キ ル ） － ピ リ ミ ド ン (Boydら (2000) Bioorg Med Chem 
Lett. 10(22):2557-61)； １ － （ （ ア ミ ド 結 合 ） － ア ル キ ル ） － ピ リ ミ ド ン 中 の 改 変 さ れ
た ピ リ ミ ド ン ５ － 置 換 基 は 、 高 度 に 水 溶 性 で あ る (Boydら (2001) Bioorg Med Chem Lett. 
2001 11(5):701-4)； １ － （ （ ア ミ ド 結 合 ） － ア ル キ ル ） － ピ リ ミ ド ン 中 の 親 油 性 １ － 置
換 基 の フ ェ ニ ル ピ ペ ラ ジ ン ア セ ト ア ミ ド 誘 導 体 (Bloomer (2001) Bioorg Med Chem Lett. 
11(14):1925-9.)； １ － （ ビ フ ェ ニ ル メ チ ル ア ミ ド ア ル キ ル ） － ピ リ ミ ド ン の ５ － （ ピ ラ
ゾ リ ル メ チ ル ） 誘 導 体 お よ び ５ － （ メ ト キ シ ピ リ ミ ジ ニ ル メ チ ル ） 誘 導 体 (Boydら (2002) 
Bioorg Med Chem Lett. 12(1):51-5)； 臨 床 的 候 補 Ｓ Ｂ － ４ ３ ５ ４ ９ ５ 中 の ピ リ ミ ド ン ５
－ 置 換 基 の シ ク ロ ペ ン チ ル 融 合 誘 導 体 、 Ｓ Ｂ － ４ ８ ０ ８ ４ ８ (Blackie (2003) Bioorg Med
 Chem Lett. 2003 Mar 24;13(6):1067-70)。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 現 在 ま で に 、 GlaxoSmithKline (GSK)は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 劇 的 に 低 下 さ せ る 、 以
下 に 示 す 新 規 な 化 合 物 に つ い て の 陽 性 の 臨 床 的 デ ー タ を 発 表 し た 。 こ の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻
害 剤 は 、 心 臓 血 管 疾 患 お よ び 死 を 低 減 さ せ る 薬 剤 の 新 た な 創 出 を 表 し 得 る 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ お よ び ス タ チ ン
　 Winklerは 、 最 近 、 ２ 型 糖 尿 病 を 有 す る ８ ９ 人 の 患 者 に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の レ ベ ル
に 対 す る 、 フ ル バ ス タ チ ン Ｘ Ｌ 対 プ ラ シ ー ボ の 効 果 を 評 価 す る 、 多 施 設 の 、 二 重 盲 検 の 、
ラ ン ダ ム 化 さ れ た 研 究 を 報 告 し た （ フ ル バ ス タ チ ン ４ ２ 人 お よ び プ ラ シ ー ボ ４ ７ 人 ） (Win
kler (2004) J Clin Endocrinol Metab. 89(3) 1153-1159)。 こ れ ら の 対 象 の 中 で 、 比 較
的 高 い Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 は 、 Ｃ Ａ Ｄ の 履 歴 と 顕 著 に 関 連 し て い た 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性
の 観 点 で の 最 も 高 い 四 分 位 値 （ quartile） は 、 最 も 低 い 四 分 位 値 よ り も 、 顕 著 に 大 き い 危
険 に あ っ た （ 危 険 率 ： ２ ． ０ ９ ； ９ ５ ％ 　 Ｃ Ｉ ： １ ． ０ ２ ～ ４ ． ２ ９ ； ｐ ＝ ０ ． ０ ４ ３ ）
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。 フ ル バ ス タ チ ン 処 置 に よ り 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 は 、 ２ ２ ． ８ ％ 低 下 し た 。 Blankenber
gは ま た 、 ス タ チ ン を 摂 取 す る と 、 測 定 可 能 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 が 低 下 す る こ と を 報 告
し た (Blankenberg (2003) J of Lipid Research 44: 1381-1386)。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 の １ つ の 目 的 は 、 試 料 中 の リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ ） 酵 素 活 性 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 固 定 化 さ れ
た 結 合 剤 を 、 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ； 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 を 洗 浄 し て 、 酵 素 的 に 活 性 な 未
結 合 の 物 質 ま た は 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 除 去 す る 段 階 ； 結 合 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ を 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と 接 触 さ せ る 段 階
； お よ び 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 検 出 可 能 な 生 成 物 を 測 定 す る 段 階
を 含 む 、 前 記 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 酵 素 活 性 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ
て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 、 洗 浄 溶 液 お よ
び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト を 提
供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 酵 素 活 性 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｌ ｐ
－ Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 を 、 試 料 と 接 触 さ せ て 、 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複
合 体 を 形 成 す る 段 階 ； 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 固 定 化 す る 段 階 ； 固 定 化 さ れ た 結
合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 洗 浄 し て 、 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の 物 質 ま た は 干 渉 物 質 （
１ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 除 去 す る 段 階 ； 固 定 化 さ れ た 結 合 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 、 Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 試 料 中
の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 検 出 可 能 な 生 成 物 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 前 記 方
法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 酵 素 活 性 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ
て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 、 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 固 定 化 剤 、 洗
浄 溶 液 お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 を 含 む 、 前 記
キ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 試 料 中 の リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ
Ｌ Ａ ２ ） 酵 素 活 性 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 試 料 を 、 試 料 中 の 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た
は ２ 種 以 上 ） を 還 元 す る 化 合 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ； イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試 料
を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 遊 離 の チ オ ー ル 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と
接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 遊 離 の チ オ ー ル 生
成 物 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 前 記 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 酵 素 活 性 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ
て 、 試 料 中 の 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 還 元 す る 化 合 物 お よ び 酵 素 的 に 活
性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 遊 離 の チ オ ー ル 生 成 物 に 変 換 さ れ る 基 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ
ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な リ ポ タ ン パ ク 質 関 連 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ （ Ｌ ｐ － Ｐ
Ｌ Ａ ２ ） を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 固 定 化 さ れ た 結 合
剤 を 、 試 料 と 接 触 さ せ る こ と ； 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 を 洗 浄 し て 、 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の
物 質 ま た は 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 除 去 す る こ と ； 結 合 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を
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、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ
び 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 検 出 可 能 な 生 成 物 を 測 定 す る こ と を 含 む
、 前 記 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の １ つ の 観 点 に お い て 、 試 料 は 、 血 清 試 料 、 血 漿 試 料 ま た は
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 血 漿 試 料 で あ る 。 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 は 、 抗 体
で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 観 点 に お い て 、 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ 抗 体 （ phage display antibody） ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 高 度 に 好 ま し い 観 点 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ２ Ｃ １ ０ 、 ４ Ｂ ４ 、 Ｂ
２ ０ ０ 、 Ｂ ５ ０ １ 、 ９ ０ Ｄ １ Ｅ 、 ９ ０ Ｅ ３ Ａ 、 ９ ０ Ｅ ６ Ｃ 、 ９ ０ Ｇ １ １ Ｄ 、 ま た は ９ ０ Ｆ
２ Ｄ で あ る 。 他 の 高 度 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 株 ９ ０ Ｇ １ １ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ７ ２ ４ ） 、 ９ ０ Ｆ ２ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １
１ ７ ２ ５ ） 、 ま た は １ ４ ３ Ａ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ９ ０ ０ ） に よ り 産 生 さ れ る 。 米 国 特
許 第 5,847,088号 を 参 照 。 こ の 内 容 を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ
２ （ ま た は Ｐ Ａ Ｆ － Ａ Ｈ ） に 結 合 す る 抗 体 は 、 Abcam, Inc. (Cambridge, MA)お よ び AXXOR
A, LLC (San Diego, CA)な ど の 供 給 源 か ら 市 販 さ れ て お り 、 本 発 明 の 他 の 態 様 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の 物 質 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 。
本 発 明 の さ ら な る 観 点 に お い て 、 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） は 、 遊 離 チ オ ー ル 化 合
物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
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（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ ま た は Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、 上 記 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （
ｅ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 。
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 検 出 可 能 な 生 成 物 は 、 放 射 活 性 な 、 比 色 的 な 、 常 磁 性 の 、
ま た は 蛍 光 性 の 標 識 を 有 す る 。 さ ら に 、 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 蛍 光 的 に 、 比 色 的 に 、 常 磁
的 に 、 ま た は 放 射 線 に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 測 定 さ れ た 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 標 準 （ standard） を 含 む 対 照 中 の 検 出 可 能 な 生 成 物 に 対 し て 比 較 す る こ と を 含 む 。 本
発 明 の さ ら な る 観 点 に お い て 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 は 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 野 生 型 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の さ ら な る 他 の
観 点 に お い て 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳
類 発 現 系 に お い て 発 現 さ れ る 。 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 は 、 マ ル
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チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 磁 性 ビ ー ズ ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 結 合 し て い る る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 測 定 す る 方 法 で あ っ て ： Ｌ ｐ
－ Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 を 、 試 料 と 接 触 さ せ て 、 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複
合 体 を 形 成 す る こ と ； 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 固 定 化 す る こ と ； 固 定 化 さ れ た 結
合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 洗 浄 し て 、 す べ て の 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の 物 質 ま た は す
べ て の 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 除 去 す る こ と ； 固 定 化 さ れ た 結 合 し た Ｌ ｐ － Ｐ
Ｌ Ａ ２ を 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と 接 触 さ せ る こ
と ； お よ び 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 検 出 可 能 な 生 成 物 を 測 定 す る こ
と を 含 む 、 前 記 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の １ つ の 観 点 に お い て 、 試 料 は 、 血 清 試 料 、 血 漿 試
料 ま た は Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 血 漿 試 料 で あ る 。 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 結 合 剤 は 、 抗 体 で あ
る 。 本 発 明 の 好 ま し い 観 点 に お い て 、 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ
イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 高 度 に 好 ま し い 観 点 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ２ Ｃ １ ０ 、 ４ Ｂ ４ 、 Ｂ
２ ０ ０ 、 Ｂ ５ ０ １ 、 ９ ０ Ｄ １ Ｅ 、 ９ ０ Ｅ ３ Ａ 、 ９ ０ Ｅ ６ Ｃ 、 ９ ０ Ｇ １ １ Ｄ 、 ま た は ９ ０ Ｆ
２ Ｄ で あ る 。 他 の 高 度 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 株 ９ ０ Ｇ １ １ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ７ ２ ４ ） 、 ９ ０ Ｆ ２ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １
１ ７ ２ ５ ） 、 ま た は １ ４ ３ Ａ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ９ ０ ０ ） に よ り 産 生 さ れ る 。 米 国 特
許 第 5,847,088号 を 参 照 。 こ の 内 容 を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ
２ （ ま た は Ｐ Ａ Ｆ － Ａ Ｈ ） に 結 合 す る 抗 体 は 、 Abcam, Inc. (Cambridge, MA)お よ び AXXOR
A, LLC (San Diego, CA)な ど の 供 給 源 か ら 市 販 さ れ て お り 、 本 発 明 の 他 の 態 様 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 を 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 に
結 合 さ せ る こ と に よ り 固 定 化 す る 。 さ ら な る 観 点 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 は 、 抗 体
で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 観 点 に お い て 、 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス
プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 高 度 に 好 ま し い 観 点 に お い て 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ラ ッ ト 、 マ
ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 Ｉ ｇ 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 は 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 磁 性 ビ ー
ズ ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 結 合 剤 は 、 固 定 化 剤 に 結 合 し て い る 。 本 発 明 の さ ら な る 観
点 に お い て 、 固 定 化 剤 に 結 合 し て い る 結 合 剤 は 、 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 観 点 に お
い て 、 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 で あ る 。 本 発 明 の 高 度 に 好 ま し い 観 点 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ２ Ｃ １ ０ 、 ４
Ｂ ４ 、 Ｂ ２ ０ ０ 、 Ｂ ５ ０ １ 、 ９ ０ Ｄ １ Ｅ 、 ９ ０ Ｅ ３ Ａ 、 ９ ０ Ｅ ６ Ｃ 、 ９ ０ Ｇ １ １ Ｄ 、 ま た
は ９ ０ Ｆ ２ Ｄ で あ る 。 他 の 高 度 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 株 ９ ０ Ｇ １ １ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ７ ２ ４ ） 、 ９ ０ Ｆ ２ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　
Ｈ Ｂ 　 １ １ ７ ２ ５ ） 、 ま た は １ ４ ３ Ａ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ９ ０ ０ ） に よ り 産 生 さ れ る
。 米 国 特 許 第 5,847,088号 を 参 照 。 こ の 内 容 を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 Ｌ ｐ
－ Ｐ Ｌ Ａ ２ （ ま た は Ｐ Ａ Ｆ － Ａ Ｈ ） に 結 合 す る 抗 体 は 、 Abcam, Inc. (Cambridge, MA)お
よ び AXXORA, LLC (San Diego, CA)な ど の 供 給 源 か ら 市 販 さ れ て お り 、 本 発 明 の 他 の 態 様
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 固 定 化 剤 は 、 抗 体 、 タ ン パ ク 質 ま た は 固 定 化 さ れ た 化 合 物
に 結 合 す る こ と が で き る 化 合 物 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 観 点 に お い て 、 抗 体 は 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 高
度 に 好 ま し い 観 点 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 Ｉ ｇ 抗 体 で あ る 。 他 の 高 度 に 好 ま し い 観
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点 に お い て 、 固 定 化 剤 は 、 ビ オ チ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 観 点 に お い て 、 結 合 剤 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 体 に 結 合 し た 固 定 化 剤 は
、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 に 結 合 す る 。 好 ま し い 観 点 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 化 合 物 は 、 マ ル
チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、 磁 性 ビ ー ズ ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 結 合 し て い る 。 本 発 明 の 他 の 観
点 に お い て 、 結 合 し た 化 合 物 は 、 結 合 し た 固 定 化 剤 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 、 タ ン パ
ク 質 ま た は 化 合 物 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 観 点 に お い て 、 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 高 度 に 好 ま し い
観 点 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 Ｉ ｇ 抗 体 で あ る 。 他 の 高 度 に 好 ま し い 観 点 に お い て 、
固 定 化 剤 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 酵 素 的 に 活 性 な 未 結 合 の 物 質 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ で あ る 。
本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 干 渉 物 質 （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） は 、 遊 離 チ オ ー ル 化 合 物 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 ０ ０ ５ ０ 】
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ ま た は Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、 上 記 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た は （
ｅ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 。
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 検 出 可 能 な 生 成 物 は 、 放 射 活 性 な 、 比 色 的 な 、 常 磁 性 の 、
ま た は 蛍 光 性 の 標 識 を 有 す る 。 さ ら に 、 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 蛍 光 的 に 、 比 色 的 に 、 常 磁
的 に 、 ま た は 放 射 線 に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 観 点 は 、 測 定 さ れ た 検 出 可 能 な 生 成 物 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 標 準 を 含 む 対 照 中 の 検 出 可 能 な 生 成 物 に 対 し て 比 較 す る こ と を 含 む 。 本 発 明 の 他 の 観
点 に お い て 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 は 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま
た は 野 生 型 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 他 の 観 点 に お い て 、 組 換
え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に お い て 発
現 さ れ る 。 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 固 定 化 さ れ た 結 合 剤 は 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト 、
磁 性 ビ ー ズ ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ
て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 検 出 可 能
な 生 成 物 に 変 換 さ れ る 基 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る ；
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｘ は 、 Ｏ 、 Ｓ お よ び － Ｏ （ Ｃ Ｏ ） － か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ ま た は Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 観 点 に お い て 、 基 質 は 、 上 記 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） ま た
は （ ｅ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 を 含 む キ ッ ト で あ る 。 本 発 明
の 他 の 観 点 に お い て 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 は 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン
パ ク 質 ま た は 野 生 型 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 他 の 観 点 に お い
て 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に
お い て 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 測 定 す る 方 法 で あ っ て ： 試 料
を 、 試 料 中 の 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 還 元 す る 化 合 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と ； イ ン キ ュ ベ ー ト し た 試 料 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 下 で 遊
離 の チ オ ー ル 生 成 物 に 変 換 さ れ た 基 質 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 示 す 遊 離 の チ オ ー ル 生 成 物 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 試 料 は 、 血 清 試 料 、 血 漿 試 料 ま た は Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 処 理 血 漿 試 料
で あ る 。 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 試 料 中 の 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を
還 元 す る 化 合 物 は 、 Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ で あ る 。
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　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て は 、 試 料 を 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 本 発 明 の さ ら に 他 の
観 点 に お い て は 、 試 料 を ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 さ ら な る 観 点 に お い て 、 試 料 は 約
２ ～ 約 １ ２ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 他 の 観 点 に お い て 、 試 料 は 約 ５ ～ 約 ３ ０ 分 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、 （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 段 階 （ ｃ ） の 測 定 さ れ た 遊 離 チ オ ー ル 生 成 物 を 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ
－ Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 を 含 む 対 照 中 の 遊 離 の チ オ ー ル 生 成 物 に 対 し て 比 較 す る こ と を 含 む 。 本 発
明 の 他 の 観 点 に お い て 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 は 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ
ン パ ク 質 ま た は 野 生 型 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の ま た 他 の 観 点 に お い
て 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は 哺 乳 類 発 現 系 に
お い て 発 現 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 観 点 に お い て 、 前 述 の 方 法 を 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー
ト に お い て 行 う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 の 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ
て 、 活 性 な チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 還 元 す る 化 合 物 お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存
在 下 で 検 出 可 能 な 生 成 物 に 変 換 さ れ る 基 質 を 含 む 、 前 記 キ ッ ト に 関 す る 。 ま た 他 の 観 点 に
お い て 、 基 質 は 、
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【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、
Ｒ は 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ４ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ６ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） ８ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ０

Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ２ Ｃ Ｈ ３ 、 （ Ｃ Ｈ ２ ） １ ４ Ｃ Ｈ ３ 、 お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ７ Ｃ Ｈ ＝ Ｃ Ｈ
（ Ｃ Ｈ ２ ） ２ Ｃ Ｈ ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ；
Ｙ １ は 、 （ Ｃ Ｏ ） １ － ２ お よ び （ Ｃ Ｈ ２ ） ２ － ７ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て お り ； か つ
Ｙ ２ は 、 Ｃ Ｏ お よ び Ｃ Ｈ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 に お い て 、 基 質 は 、 （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 酸 化 さ れ た 誘 導 体 で あ る 。
本 発 明 の さ ら な る 他 の 観 点 に お い て 、 キ ッ ト は 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 を 含
む 。 本 発 明 の さ ら な る 観 点 に お い て 、 酵 素 的 に 活 性 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 は 、 組 換 え Ｌ ｐ
－ Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 ま た は 野 生 型 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に
他 の 観 点 に お い て 、 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 ま た は
哺 乳 類 発 現 系 に お い て 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 標 準 に 対 し て 比 較 し た 試 料 中 の 検 出 可 能 な 生 成 物 に お け る 差 異 が
、 標 準 に 対 し て 比 較 し た 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 に お け る 差 異 に よ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 個 体 に お け る 血 管 疾 患 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 上 記 し た
方 法 を 用 い て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 試 料 中
の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 増 大 し た 活 性 が 、 血 管 疾 患 を 示 す 、 前 記 方 法 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 血 管 疾 患 は 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、
末 梢 動 脈 疾 患 、 高 血 圧 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 の た め の 個 体 を 選 択 す る た め の 方 法 で あ
っ て 、 上 記 し た 方 法 を 用 い て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定 す る こ と を 含 み
、 こ こ で 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 増 大 し た 活 性 が 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 か ら 利 益 を
享 受 す る 個 体 を 示 す 、 前 記 方 法 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 血 管 疾 患 は 、 冠 血 管 疾 患
（ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動 脈 疾 患 、 高 血 圧 、 脳 卒 中 、
先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 他 の 好 ま し い 態 様
に お い て 、 療 法 は 、 ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 は 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る 療 法 に 対 す る 個 体 の 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る
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た め の 方 法 で あ っ て 、 上 記 し た 方 法 を 用 い て 、 試 料 中 の 個 体 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 決 定
す る こ と を 含 み 、 こ こ で 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 低 下 し た 活 性 が 、 血 管 疾 患 を 処 置 す る
療 法 に 対 し て 好 ま し く 応 答 す る 個 体 を 示 す 、 前 記 方 法 を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 血
管 疾 患 は 、 冠 血 管 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 末 梢 動 脈 疾
患 、 高 血 圧 、 脳 卒 中 、 先 天 性 心 臓 血 管 異 常 お よ び う っ 血 性 心 不 全 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 療 法 は 、 ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 中 の 本 発 明 を 実 施 す る た め に 存 在 す る 抗 体 の さ ら な る 供 給 源 を 容 易
に 認 識 す る 。 高 度 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
株 ９ ０ Ｇ １ １ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ７ ２ ４ ） 、 ９ ０ Ｆ ２ Ｄ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ７
２ ５ ） 、 ま た は １ ４ ３ Ａ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｂ 　 １ １ ９ ０ ０ ） に よ り 産 生 さ れ る 。 米 国 特 許 第
5,847,088号 を 参 照 。 こ の 内 容 を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ （
ま た は Ｐ Ａ Ｆ － Ａ Ｈ ） に 結 合 す る 抗 体 は ま た 、 Abcam, Inc. (Cambridge, MA)お よ び AXXOR
A, LLC (San Diego, CA)な ど の 供 給 源 か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 他 に 定 義 し な い 限 り 、 本 発 明 に 関 し て 用 い ら れ る 科 学 用 語 お よ び 技 術 用 語
は 、 通 常 の 当 業 者 に よ り 一 般 的 に 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 さ ら に 、 文 脈 に よ り 他 に 必 要
と さ れ な い 限 り 、 単 数 形 の 用 語 は 、 複 数 形 を 含 み 、 複 数 形 の 用 語 は 、 単 数 形 を 含 む 。 一 般
的 に 、 細 胞 お よ び 組 織 培 養 、 分 子 生 物 学 、 免 疫 学 、 微 生 物 学 、 遺 伝 学 並 び に タ ン パ ク 質 お
よ び 核 酸 化 学 並 び に 本 明 細 書 中 に 記 載 し た も の の 複 合 に 関 し て 用 い ら れ る 命 名 法 お よ び こ
の 手 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 十 分 知 ら れ て お り 、 一 般 的 に 用 い ら れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 他 に 示 さ な い 限 り 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 手 法 は 、 一 般 的 に は 、 当 該 分 野 に お い て 十 分 知
ら れ て お り 、 本 明 細 書 中 を 通 し て 引 用 し 、 議 論 し た 種 々 の 一 般 的 な 、 お よ び 一 層 具 体 的 な
参 考 文 献 中 に 記 載 さ れ て い る 慣 用 の 方 法 に よ り 行 う 。 例 え ば 、 Sambrookら 、

, 第 ２ 版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)並
び に Sambrookら 、 , 第 ３ 版 、 Cold Spring Harb
or Press (2001); Ausubelら 、 , Greene Publi
shing Associates (1992、 お よ び 2000に 補 完 ); Ausubelら 、

 第 ４ 版 、 Wiley & Sons (1999); Harlowお よ び Lane, 
, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1990);並 び に Harlowお よ び Lane, 

, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999)を 参 照 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 酵 素 反 応 お よ び 精 製 手 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 一 般 的 に 達 成 さ れ て い る か 、 ま た は 本 明
細 書 中 に 記 載 し た よ う に 、 製 造 者 の 仕 様 書 に 従 っ て 行 う 。 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 分 析 化 学
、 合 成 有 機 化 学 、 並 び に 医 薬 お よ び 薬 学 化 学 に 関 し て 用 い ら れ る 命 名 法 並 び に こ の 実 験 室
手 順 お よ び 手 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 十 分 知 ら れ て お り 、 一 般 的 に 用 い ら れ て い る も の で
あ る 。 標 準 的 な 手 法 を 、 化 学 合 成 、 化 学 的 分 析 、 医 薬 製 剤 、 処 方 物 お よ び 送 達 お よ び 患 者
の 処 置 の た め に 用 い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 抗 体 」 は 、 無 処 置 の （ intact） 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ま た は 分 子 種 、
例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る た め の 無 処 置 の 抗 体 と 競 合 す る こ れ ら の
抗 原 結 合 部 分 を 表 す 。 抗 原 結 合 部 分 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 、 ま た は 無 処 置 の 抗 体 の
酵 素 的 も し く は 化 学 的 切 断 に よ り 、 産 生 す る こ と が で き る 。 抗 原 結 合 部 分 に は 、 特 に 、 Ｆ
ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ｖ 、 ｄ Ａ ｂ お よ び 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 断 片 、
一 本 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） 、 キ メ ラ 抗 体 、 ダ イ ア ボ デ ィ ー (diabody)お よ び 特 異 的 な 抗 原 結
合 を ポ リ ペ プ チ ド に 付 与 す る の に 十 分 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 少 な く と も 一 部 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 Ｖ Ｌ 、 Ｖ Ｈ 、 Ｃ Ｌ お よ び Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン か ら な る １ 価 の 断 片 で あ り ； Ｆ
（ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 は 、 ヒ ン ジ 領 域 に お い て ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ り 結 合 し た ２ つ の Ｆ ａ ｂ
断 片 を 含 む ２ 価 の 断 片 で あ り ； Ｆ ｄ 断 片 は 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン か ら な り ； Ｆ ｖ 断
片 は 、 抗 体 の 単 一 の 腕 の Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン か ら な り ； お よ び ｄ Ａ ｂ 断 片 は 、 Ｖ Ｈ ド
メ イ ン か ら な る 。 例 え ば Wardら 、 Nature 341: 544-546 (1989)を 参 照 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 お よ び 「 特 異 的 結 合 」 に よ り 、 抗 体 が 、 抗 体
お よ び 第 １ の 分 子 種 を 混 合 し た 他 の 分 子 種 へ の 結 合 に 優 先 し て 、 第 １ の 分 子 種 に 結 合 す る
能 力 を 意 味 す る 。 抗 体 は 、 特 に 、 こ れ が 当 該 第 １ の 分 子 種 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き
る 場 合 に は 、 第 １ の 分 子 種 を 「 認 識 す る 」 と 言 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 一 本 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） は 、 Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ 領 域 が 対 と な っ て 、 こ れ ら を 単 一 の タ ン パ
ク 質 鎖 と す る こ と を 可 能 に す る 合 成 リ ン カ ー に よ り １ 価 の 分 子 を 形 成 す る 抗 体 で あ る 。 例
え ば 、 Birdら 、 Science 242: 423-426 (1988); Hustonら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
85: 5879-5883 (1988)を 参 照 。 ダ イ ア ボ デ ィ ー は 、 Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン が 単 一 の ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 上 に 発 現 さ れ る ２ 価 の 、 二 重 特 異 性 抗 体 で あ る が 、 同 一 の 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ
ン の 間 の 対 形 成 を 可 能 に す る に は 短 す ぎ る リ ン カ ー を 用 い 、 こ れ に よ り 、 ド メ イ ン が 、 他
の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と 対 形 成 す る の を 強 制 し 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 じ る 。 例 え ば 、
Holligerら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993); Poljakら 、 Structure
 2: 1121-1123 (1994)を 参 照 。 １ つ ま た は ２ つ 以 上 の Ｃ Ｄ Ｒ を 、 分 子 中 に 、 共 有 的 に 、 ま
た は 非 共 有 的 に 導 入 し て 、 こ れ を イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ immunoadhesin） と す る こ と が で き
る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 Ｃ Ｄ Ｒ （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 、 一 層 大 き い ポ リ ペ プ チ ド 鎖
の 一 部 と し て 導 入 す る こ と が で き 、 Ｃ Ｄ Ｒ （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド
鎖 に 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き 、 ま た は Ｃ Ｄ Ｒ （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） を 非 共 有 的 に 導 入
す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｄ Ｒ は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン が 、 関 連 す る 特 定 の 抗 原 に 特 異 的 に 結 合
す る の を 可 能 に す る 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 １ つ の 抗 体 か ら の １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 領 域 お よ び
１ つ ま た は ２ つ 以 上 の 他 の 抗 体 か ら の １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 領 域 を 含 む 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抗 体 は 、 １ つ ま た は ２ つ 以 上 の 結 合 部 位 を 有 す る こ と が で き る 。 １ つ よ り も 多 い 結 合 部
位 が あ る 場 合 に は 、 結 合 部 位 は 、 互 い に 同 一 で あ っ て も よ い か 、 ま た は 異 な っ て い て も よ
い 。 例 え ば 、 天 然 に 存 在 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 ２ つ の 同 一 な 結 合 部 位 を 有 し 、 一 本 鎖 抗
体 ま た は Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 １ つ の 結 合 部 位 を 有 し 、 一 方 「 二 重 特 異 性 」 ま た は 「 二 官 能 価 」
抗 体 は 、 ２ つ の 異 な る 結 合 部 位 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 単 離 さ れ た 抗 体 」 は 、 （ １ ） こ れ を こ の 野 生 型 の 状 態 に お い て 同 伴 さ せ る 他 の 天 然 に
関 連 す る 抗 体 を 含 む 、 天 然 に 関 連 す る 成 分 と 関 連 し て い な い 抗 体 、 （ ２ ） 同 一 の 種 か ら の
他 の タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 抗 体 、 （ ３ ） 異 な る 種 か ら の 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 抗 体 、 ま た
は （ ４ ） 天 然 に 存 在 し な い 抗 体 で あ る 。 精 製 さ れ た 抗 体 を 含 む 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、
天 然 に 関 連 し な い 成 分 で 安 定 化 す る こ と が で き る こ と が 知 ら れ て い る 。 天 然 に 関 連 し な い
成 分 は 、 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ア ル ブ ミ ン （ 例 え ば Ｂ Ｓ Ａ ） ま た は 化 学 物 質 、 例 え ば ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 中 和 抗 体 」 ま た は 「 阻 害 抗 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る か 、 ま た は 通 常 は
こ れ に 結 合 す る リ ガ ン ド へ の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 抗 体 で あ る 。 「 活 性 化 抗
体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 増 大 さ せ る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー に 特 異 的 に 結 合 す る こ
と が で き る す べ て の タ ン パ ク 質 決 定 基 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ 性 決 定 基 は 、 通 常 分 子 の 化 学 的
に 活 性 な 表 面 基 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 か ら な り 、 通 常 特 定 の 三 次 元 構 造 特 性 お よ
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び 特 定 の 電 荷 特 性 を 有 す る 。 抗 体 は 、 解 離 定 数 が １ μ Ｍ よ り 小 さ い 、 好 ま し く は １ ０ ０ ｎ
Ｍ よ り 小 さ い 、 お よ び 最 も 好 ま し く は １ ０ ｎ Ｍ よ り 小 さ い 場 合 に 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す
る と 言 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 当 該 分 野 に お い て 十 分 知 ら れ て い る よ う に 、 抗 体 が 、 混 合 物 中 の 分 子 種 の 中 で 識 別 さ れ
得 る 程 度 は 、 部 分 的 に 、 混 合 物 中 の 種 の 高 次 構 造 上 の 関 連 性 に 依 存 し ； 典 型 的 に 、 本 発 明
の 抗 体 は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ポ リ ペ プ チ ド へ の 偶 発 的 な 結 合 か ら 、 少 な く と も ２ 倍 、 一 層 典
型 的 に は 少 な く と も ５ 倍 、 典 型 的 に は １ ０ 倍 、 ２ ５ 倍 、 ５ ０ 倍 、 ７ ５ 倍 よ り 大 き く 、 お よ
び し ば し ば １ ０ ０ 倍 よ り 大 き く 、 場 合 に よ っ て は ５ ０ ０ 倍 ま た は １ ０ ０ ０ 倍 よ り 大 き く 識
別 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 抗 体 （ ま た は Ｉ ｇ Ｍ 五 量 体 の 場 合 に お け る よ う に 抗 体 多 量 体 ） の
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 へ の 親 和 性 ま た は 結 合 活 性 は 、 少 な く と も 約
１ × １ ０ － ６ モ ル （ Ｍ ） 、 典 型 的 に は 少 な く と も 約 ５ × １ ０ － ７ Ｍ 、 １ × １ ０ － ７ Ｍ で あ
り 、 少 な く と も １ × １ ０ － ８ Ｍ 、 ５ × １ ０ － ９ Ｍ 、 １ × １ ０ － １ ０ Ｍ お よ び １ × １ ０ － １

３ Ｍ ま で の 親 和 性 お よ び 結 合 活 性 が 、 特 に 有 用 で あ る と 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 す べ て の 鳥 類 、 爬 虫 類 ま た は 哺 乳 類 種 か ら の 天 然 に 存 在 す る 形 態 、 例
え ば Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｙ 、 お よ び Ｉ ｇ Ａ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｙ 、 お よ び Ｉ ｇ Ａ 抗 体 は ま た 、 哺 乳 類
、 例 え ば げ っ 歯 動 物 （ 典 型 的 に は マ ウ ス 、 し か し ま た ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 お よ び ハ ム ス
タ ー ） 、 ウ サ ギ 目 の 動 物 （ 典 型 的 に は ウ サ ギ ） 、 並 び に ま た 一 層 大 き い 哺 乳 類 、 例 え ば ヒ
ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ シ お よ び ウ マ ； ま た は 卵 を 産 む 鳥 類 も し く は 爬 虫 類 、 例 え ば ニ ワ ト リ も し
く は ア リ ゲ ー タ を 含 む 他 の 種 か ら 有 効 に 得 ら れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヒ ト 抗 体 産 生 非 ヒ
ト 哺 乳 類 に お け る よ う な こ の よ う な 場 合 に お い て 、 偶 然 の 免 疫 化 は 、 必 要 で は な く 、 非 ヒ
ト 哺 乳 類 は 、 標 準 的 な 免 疫 化 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で 典 型 的 に は 強
制 的 に (affirmatively)免 疫 化 さ れ て い る 。 鳥 類 抗 体 の １ つ の 形 態 は 、 WO 00/29444、 ２ ０
０ ０ 年 ５ 月 ２ ５ 日 公 表 に 記 載 さ れ た 手 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 上 記 で 議 論 し た よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ８ 個 ま た は ９ 個 以 上 の 近 接 す る ア ミ ノ
酸 の 事 実 上 す べ て の 断 片 は 、 担 体 、 典 型 的 に は タ ン パ ク 質 、 例 え ば ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン 、
キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン ま た は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と 結 合 し た 際 に 、 好 都 合 に
は ２ 価 の リ ン カ ー 、 例 え ば 上 記 の 他 の 箇 所 で 記 載 し た も の を 用 い て 、 免 疫 原 と し て 有 効 に
用 い る こ と が で き 、 こ の 議 論 を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 免 疫 原 性 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 他 の 部 分 に 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 付 与 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 分 枝 状 の ポ リ リ ジ ン コ ア マ ト リ ッ ク ス
上 で の 固 相 合 成 に よ り 産 生 す る こ と が で き ； こ れ ら の 複 数 の 抗 原 性 ペ プ チ ド （ Ｍ Ａ Ｐ ） は
、 ワ ク チ ン の 開 発 に お い て 高 い 純 度 、 増 大 し た 結 合 活 性 、 正 確 な 化 学 的 定 義 お よ び 改 善 さ
れ た 安 全 性 を も た ら す 。 Tamら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5409-5413 (1988); Po
snettら 、 J. Biol. Chem. 263: 1719-1725 (1988)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 非 ヒ ト 哺 乳 類 ま た は 鳥 類 種 を 免 疫 化 す る た め の プ ロ ト コ ル は 、 当 該 分 野 に お い て 十 分 に
確 立 さ れ て い る 。 Harlowら （ 編 ） 、 , Cold Spri
ng Harbor Laboratory (1998); Coliganら （ 編 ） 、 , J
ohn Wiley & Sons, Inc. (2001); Zola, 

, Springer Verlag (2000); Gross M, Speck　 J.Dtsch. Tierarztl. Woc
henschr.　 103: 417-422 (1996)を 参 照 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ル は 、 し ば し ば 、 ア ジ ュ バ ン ト
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、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る か ま
た は 用 い な い 複 数 の 免 疫 化 を 含 み 、 裸 の Ｄ Ｎ Ａ の 免 疫 化 （ naked DNA immunization） を 含
む こ と が で き る (Moss,　 Semin. Immunol.　 2: 317-327 (1990)。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 非 ヒ ト 哺 乳 類 お よ び 鳥 類 種 か ら の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ っ
て も よ く 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 に お い て
あ る 利 点 を 有 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 定 の エ ピ ト ー プ を 同
定 し 、 区 別 す る に あ た り 利 点 を 有 す る 。 鳥 類 種 か ら の 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 検
出 に お い て 、 ヒ ト 血 清 ま た は 組 織 に お い て 特 定 の 利 点 を 有 し 得 る (Vikingeら 、 Biosens. B
ioelectron.　 13: 1257-1262 (1998)。 免 疫 化 に 続 い て 、 本 発 明 の 抗 体 を 、 す べ て の 分 野
で 許 容 さ れ た 手 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。 こ の よ う な 手 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 十 分
知 ら れ て お り 、 参 考 文 献 、 例 え ば Coligan, 上 記 ； Zola, 上 記 ； Howardら （ 編 ） 、

, CRC Press (2000); Harlow, 上
記 ； Davis（ 編 ） 、 , Vol. 45, Humana Press (1995); De
lves（ 編 ） 、 , John Wiley & Son Ltd (199
7)； お よ び Kenney, , Chapman & Hall 
(1997)中 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 要 す る に 、 こ の よ う な 手 法 は 、 特 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
お よ び 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ま た は こ れ ら の 断 片 を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞
か ら の 抗 体 ま た は こ れ ら の 断 片 も し く は 誘 導 体 の 発 現 を 含 む 。 こ れ ら の ２ つ の 産 生 方 法 は
、 相 互 に 矛 盾 し な い ： 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ か ら ク ロ ー ン 化 し 、 そ の 後 他 の 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ま た ２
つ の 方 法 は 、 必 ず し も 一 緒 に 行 う 必 要 は な い ： 例 え ば 、 開 示 内 容 を こ の 全 体 に わ た り 参 照
に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 米 国 特 許 第 5,627,052号 に さ ら に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 所 望 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で
あ る と 知 ら れ て い る Ｂ 細 胞 か ら 、 ま た は 抗 体 提 示 フ ァ ー ジ （ antibody-displaying phage
） か ら 直 接 ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 宿 主 細 胞 に お け る 組 換 え 発 現 は 、 本 発 明 の 抗 体 の 断 片 ま た は 誘 導 体 が 望 ま し い 場 合 に 、
特 に 有 用 で あ る 。
　 全 体 の 抗 体 、 抗 体 断 片 ま た は 抗 体 誘 導 体 の 組 換 え 抗 体 産 生 の た め の 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細
胞 ま た は 真 核 細 胞 で あ っ て も よ い 。
　 原 核 宿 主 は 、 本 発 明 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 を 産 生 す る の に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 抗 体 可 変 領 域 断 片 を 、 例 え ば 繊 維 状 フ ァ ー ジ 、 例 え ば Ｍ １ ３ の 表 面 上 に 表 示 さ せ る た め
に 遺 伝 子 Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 （ ｐ Ｉ Ｉ Ｉ ） ま た は 遺 伝 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 （ ｐ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ ）
に 融 合 さ せ る 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 の 技 術 は 、 現 在 ま で に 十 分 に 確 立 さ れ て い る 。
例 え ば 、 Sidhu, Curr. Opin. Biotechnol. 11(6): 610-6 (2000); Griffithsら 、 Curr. O
pin. Biotechnol. 9(1): 102-8 (1998); Hoogenboomら 、 Immunotechnology, 4(1): 1-20 
(1998); Raderら 、 Current Opinion in Biotechnology 8: 503-508 (1997); Aujameら 、 H
uman Antibodies 8: 155-168 (1997); Hoogenboom, Trends in Biotechnol. 15: 62-70 (
1997); de Kruifら 、 17: 453-455 (1996); Barbasら 、 Trends in Biotechnol. 14: 230-2
34 (1996); Winterら 、 Ann. Rev. Immunol. 433-455 (1994)を 参 照 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ
リ ー か ら 抗 体 断 片 を 作 製 し 、 増 殖 さ せ 、 ス ク リ ー ニ ン グ （ 抽 出 ） し 、 用 い る の に 必 要 な 手
法 お よ び プ ロ ト コ ル は 、 最 近 編 集 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Barbas (2001), 上 記 ； Kay, 上 記
； お よ び Abelson, 上 記 を 参 照 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 典 型 的 に は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 断 片 は 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 断 片 ま た は Ｆ ａ ｂ 断 片 で あ る
； 所 望 に よ り 、 全 長 抗 体 を 、 提 示 フ ァ ー ジ か ら 完 全 な 抗 体 中 に 可 変 領 域 を ク ロ ー ン 化 し 、
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全 長 抗 体 を 他 の 原 核 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 産 生 す る こ と が で き
る 。 真 核 細 胞 は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 、 抗 体 断 片 、 お よ び 抗 体 誘 導 体 の 発 現 の た め に 有 用 で
あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 断 片 を 、 Pichia pastorisお よ び Saccharomyces cerevisiae
中 で 産 生 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Takahashiら 、 Biosci. Biotechnol. Biochem. 64(1
0): 2138-44 (2000); Freyreら 、 J. Biotechnol. 76(2-3):1 57-63 (2000); Fischerら 、
Biotechnol. Appl. Biochem. 30 (Pt 2): 117-20 (1999); Pennellら 、 Res. Immunol. 14
9(6): 599-603 (1998); Eldinら 、 J. Immunol. Methods. 201(1): 67-75 (1997); Frenke
nら 、 Res. Immunol. 149(6): 589-99 (1998)； お よ び Shustaら 、 Nature Biotechnol. 16(
8): 773-7 (1998)を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 抗 体 断 片 お よ び 誘 導 体 を 含 む 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 昆 虫 細 胞 中 で 産 生 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 Liら 、 Protein Expr. Purif. 21(1): 121-8 (2001); Ailorら 、 Biotechnol. B
ioeng. 58(2-3): 196-203 (1998); Hsuら 、 Biotechnol. Prog. 13(1): 96-104 (1997); E
delmanら 、 Immunology 91(1): 13-9 (1997)； お よ び Nesbitら 、 J. Immunol. Methods 151
(1-2): 201-8 (1992)を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 並 び に こ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 は ま た 、 植 物 細 胞 、 特 に ト ウ モ ロ コ シ ま
た は タ バ コ 中 で 産 生 す る こ と が で き る 。 Giddingsら 、 Nature Biotechnol. 18(11): 1151-
5 (2000); Gavilondoら 、 Biotechniques 29(1): 128-38 (2000); Fischerら 、 J. Biol. R
egul. Homeost. Agents 14(2): 83-92 (2000); Fischerら 、 Biotechnol. Appl. Biochem.
 30 (Pt 2): 113-6 (1999); Fischerら 、 Biol. Chem. 380(7-8): 825-39 (1999); Russel
l, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 240: 119-38 (1999)； お よ び Maら 、 Plant Physiol.
 109(2): 341-6 (1995)。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 抗 体 断 片 お よ び 誘 導 体 を 含 む 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 類 乳
汁 中 で 産 生 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Pollockら 、 J. Immunol Methods.　 231: 147-57 
(1999); Youngら 、 Res. Immunol. 149: 609-10 (1998)； お よ び Limonta et al.,　 Immuno
technology　 1: 107-13 (1995)を 参 照 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 抗 体 断 片 お よ び 抗 体 誘 導 体 の 組 換 え 発 現 の た め に 有 用 な 哺 乳 類 細 胞 に は
、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 ２ ９ ３ 細 胞 お よ び 骨 髄 腫 細 胞 が 含 ま れ る 。 Vermaら 、 J. Immu
nol. Methods 216(1-2):165-81 (1998)は 、 抗 体 の 発 現 の た め の 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 お よ び
哺 乳 類 発 現 系 を 概 説 し 、 比 較 し て い る 。 本 発 明 の 抗 体 を ま た 、 Merkら 、 J. Biochem. (Tok
yo) 125(2): 328-33 (1999)お よ び Ryabovaら 、 Nature Biotechnol. 15(1): 79-84 (1997)
に さ ら に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 細 胞 フ リ ー 翻 訳 （ cell free translation） に よ り 、 並
び に Pollockら 、 J. Immunol. Methods 231(1-2): 147-57 (1999)に さ ら に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 乳 汁 中 で 、 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 に 、 本 発 明 の 単 離 さ れ
た 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 に 特 異 的 に 結 合 す る
か 、 あ る い は こ の 結 合 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 ま た は 本 発 明 の
単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 に よ り 競 合
的 に 阻 害 さ れ 得 る 抗 体 断 片 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 有 用 な 断 片 の 中 に は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ
’ 、 Ｆ ｖ 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ’ ２ お よ び 一 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ ｃ Ｆ ｖ ） 断 片 が あ る 。 他 の 有 用 な 断 片 は
、 Hudson, Curr. Opin. Biotechnol. 9(4): 395-402 (1998)中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 に 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 に 特 異 的 に 結 合 す る か
、 あ る い は こ の 結 合 が 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 ま た は 本 発 明 の 単
離 さ れ た 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の １ つ も し く は ２ つ 以 上 に よ り 競 合 的
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に 阻 害 さ れ 得 る 抗 体 誘 導 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ の よ う な 有 用 な 誘 導 体 の 中 に は 、 キ メ ラ の 、 霊 長 類 化 さ れ た (primatized)、 お よ び ヒ
ト 化 さ れ た 抗 体 が あ る ； こ の よ う な 誘 導 体 は 、 非 ヒ ト 哺 乳 類 種 か ら の 改 変 さ れ て い な い 抗
体 よ り も 、 ヒ ト に お い て 免 疫 原 性 が 低 く 、 従 っ て イ ン ビ ボ で の 投 与 に 適 し て い る 。 他 の 有
用 な 方 法 は 、 ペ グ 化 し て 抗 体 の 血 清 半 減 期 を 増 大 さ せ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 典 型 的 に は 、 他 の 種 、 典 型 的 に は ヒ ト の 定 常 部 に 融 合 し た 、 １ 種 の 種 、
典 型 的 に は マ ウ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ お よ び フ
レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 共 に 含 む ） を 含 む 。 例 え ば 、 Morrisonら 、 Proc. Natl. Acad. Sci US
A.81(21): 6851-5 (1984); Sharonら 、 Nature 309(5966): 364-7 (1984); Takedaら 、 Nat
ure 314(6010): 452-4 (1985)； お よ び 米 国 特 許 第 5,807,715号 を 参 照 。 こ の 開 示 を 、 こ の
全 体 に お い て 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 霊 長 類 化 さ れ た 、 お よ び ヒ ト 化 さ れ た 抗
体 は 、 典 型 的 に は 、 通 常 は さ ら に ヒ ト 定 常 部 を 含 む 非 ヒ ト 霊 長 類 ま た は ヒ ト 抗 体 Ｖ 領 域 フ
レ ー ム ワ ー ク 中 に 移 植 さ れ た マ ウ ス 抗 体 か ら の 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む 。 Ri
echmannら 、 Nature 332(6162): 323-7 (1988); Coら 、 Nature 351(6326): 501-2 (1991)
； 並 び に 米 国 特 許 第 6,054,297号 ； 5,821,337号 ； 5,770,196号 ； 5,766,886号 ； 5,821,123
号 ； 5,869,619号 ； 6,180,377号 ； 6,013,256号 ； 5,693,761号 ； お よ び 6,180,370号 。 こ の
開 示 内 容 を 、 こ れ ら の 全 体 に わ た り 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 本 発 明 の 他 の 有 用
な 抗 体 誘 導 体 に は 、 ヘ テ ロ マ ー 抗 体 複 合 体 お よ び 抗 体 融 合 体 、 例 え ば ダ イ ア ボ デ ィ ー （ 二
重 特 異 性 抗 体 ） 、 一 本 鎖 ダ イ ア ボ デ ィ ー お よ び 細 胞 内 発 現 抗 体 （ intrabody） が 含 ま れ る
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 視 覚 的 に 検 出 可 能 な 生 成 物 の 産 生 お よ び 析 出 の た め の 典 型 的 な 基 質 に は 、 ｏ － ニ ト ロ フ
ェ ニ ル － ベ ー タ － Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｏ Ｎ Ｐ Ｇ ） ； ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸
塩 （ Ｏ Ｐ Ｄ ） ； リ ン 酸 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル （ Ｐ Ｎ Ｐ Ｐ ） ； ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル － ベ ー タ －
Ｄ － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｐ Ｎ Ｐ Ｇ ） ； ３ ’ ， ３ ’ － ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Ｄ Ａ Ｂ ） ； ３
－ ア ミ ノ － ９ － エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル （ Ａ Ｅ Ｃ ） ； ４ － ク ロ ロ － １ － ナ フ ト ー ル （ Ｃ Ｎ ） ；
５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル － リ ン 酸 塩 （ Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ ） ； Ａ Ｂ Ｔ Ｓ （ 登 録 商 標
） ； BluoGal； ヨ ー ド ニ ト ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ Ｉ Ｎ Ｔ ） ； 塩 化 ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ
ム （ Ｎ Ｂ Ｔ ） ； フ ェ ナ ジ ン メ ト サ ル フ ェ ー ト （ Ｐ Ｍ Ｓ ） ； 一 リ ン 酸 フ ェ ノ ー ル フ タ レ イ ン
（ Ｐ Ｍ Ｐ ） ； テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ Ｔ Ｍ Ｂ ） ； テ ト ラ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム （
Ｔ Ｎ Ｂ Ｔ ） ； Ｘ － Ｇ ａ ｌ ； Ｘ － Ｇ ｌ ｕ ｃ ； お よ び Ｘ － グ ル コ シ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 他 の 基 質 を 用 い て 、 蛍 光 性 で あ る 局 所 的 な 析 出 の た め の 生 成 物 を 産 生 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 過 酸 化 水 素 （ Ｈ ２ Ｏ ２ ） の 存 在 下 で 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ
Ｐ ） は 、 環 式 ジ ア シ ル ヒ ド ラ ジ ド 、 例 え ば ル ミ ノ ー ル の 酸 化 を 触 媒 す る こ と が で き る 。 酸
化 の 直 後 に 、 ル ミ ノ ー ル は 、 励 起 さ れ た 状 態 （ 中 間 的 な 反 応 生 成 物 ） に あ り 、 こ れ は 、 光
を 発 す る こ と に よ り 基 底 状 態 に 崩 壊 す る 。 発 光 の 強 力 な 増 強 は 、 エ ン ハ ン サ ー 、 例 え ば フ
ェ ノ ー ル 系 化 合 物 に よ り 生 じ る 。 利 点 に は 、 高 い 感 受 性 、 高 い 分 解 能 、 お よ び 放 射 活 性 を
伴 わ ず 、 少 量 の 抗 体 の み を 必 要 と す る 迅 速 な 検 出 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Thorpeら 、 Method
s Enzymol. 133: 331-53 (1986); Krickaら 、 J. Immunoassay 17(1): 67-83 (1996)； お
よ び Lundqvistら 、 J. Biolumin. Chemilumin. 10(6): 353-9 (1995)を 参 照 。 こ の よ う な
増 強 さ れ た 化 学 発 光 に よ る 検 出 （ Ｅ Ｃ Ｌ ） の た め の キ ッ ト は 、 市 販 さ れ て い る 。 抗 体 は ま
た 、 コ ロ イ ド 金 を 用 い て 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 他 の 例 と し て 、 本 発 明 の 抗 体 を 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 検 出 の た め に 、 レ ー ザ ー
サ イ ト メ ト リ ー 検 出 を 走 査 す る た め に 、 ま た は 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ の た め に 用 い る 場 合 に
は 、 こ れ ら を 、 発 蛍 光 団 （ fluorophore） で 有 効 に 標 識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体
に 有 効 に 結 合 す る こ と が で き る 広 範 囲 の 発 蛍 光 団 標 識 が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 途
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の た め に 、 細 胞 外 検 出 お よ び 細 胞 内 検 出 の 両 方 の た め に 、 一 般 的 に 有 用 な 発 蛍 光 団 は 、 フ
ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ Ａ Ｐ Ｃ ） 、 Ｒ － フ
ィ コ エ リ ス リ ン （ Ｐ Ｅ ） 、 ペ リ ジ ニ ン ク ロ ロ フ ィ ル タ ン パ ク 質 （ Ｐ ｅ ｒ Ｃ Ｐ ） 、 テ キ サ ス
レ ッ ド 、 Ｃ ｙ ３ 、 Ｃ ｙ ５ 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー タ ン デ ム （ tandem） 発 蛍 光 団 、 例 え ば Ｐ ｅ
ｒ Ｃ Ｐ － Ｃ ｙ ５ ． ５ 、 Ｐ Ｅ － Ｃ ｙ ５ 、 Ｐ Ｅ － Ｃ ｙ ５ ． ５ 、 Ｐ Ｅ － Ｃ ｙ ７ 、 Ｐ Ｅ － テ キ サ ス
レ ッ ド 、 お よ び Ａ Ｐ Ｃ － Ｃ ｙ ７ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 他 の 発 蛍 光 団 に は 、 特 に 、 Alexa Fluor（ 登 録 商 標 ） 350、 Alexa Fluor（ 登 録 商 標 ） 488
、 Alexa Fluor（ 登 録 商 標 ） 532、 Alexa Fluor（ 登 録 商 標 ） 546、 Alexa Fluor（ 登 録 商 標
） 568、 Alexa Fluor（ 登 録 商 標 ） 594、 Alexa Fluor（ 登 録 商 標 ） 647（ Molecular Probes,
 Inc., Eugene, OR, USAか ら 入 手 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 標 識 キ ッ ト ） 、 BODIPY染 料 、
例 え ば BODIPY 493/503、 BODIPY FL、 BODIPY R6G、 BODIPY 530/550、 BODIPY TMR、 BODIPY 
558/568、 BODIPY 564/570、 BODIPY 576/589、 BODIPY 581/591、 BODIPY TR、 BODIPY 630/6
50、 BODIPY 650/665、 カ ス ケ ー ド ブ ル ー 、 カ ス ケ ー ド イ エ ロ ー 、 ダ ン シ ル 、 リ ッ サ ミ ン ロ
ー ダ ミ ン Ｂ 、 マ リ ー ナ ブ ル ー 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン ４ ８ ８ 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン ５ １ ４ 、 パ シ
フ ィ ッ ク ブ ル ー 、 ロ ー ダ ミ ン ６ Ｇ 、 ロ ー ダ ミ ン グ リ ー ン 、 ロ ー ダ ミ ン レ ッ ド 、 テ ト ラ メ チ
ル ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド （ Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USAか ら 入 手 で
き る ） 、 お よ び Ｃ ｙ ２ 、 Ｃ ｙ ３ 、 Ｃ ｙ ３ ． ５ 、 Ｃ ｙ ５ 、 Ｃ ｙ ５ ． ５ 、 Ｃ ｙ ７ が 含 ま れ 、 こ
れ ら す べ て は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 を 蛍 光 的 に 標 識 す る の に 有 用 で あ る 。 標 識 し た ア ビ ジ ン
、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 カ プ タ ビ ジ ン ま た は ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン を 用 い た 二 次 的 な 検 出 の た
め に 、 本 発 明 の 抗 体 は ビ オ チ ン で 有 効 に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 途 に 用 い る 場 合 に は 、 こ れ ら を 、
放 射 性 同 位 体 、 例 え ば ３ ３ Ｐ 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 、 ３ Ｈ 、 お よ び １ ２ ５ Ｉ で 有 効 に 標 識 す る
こ と が で き る 。 他 の 例 と し て 、 本 発 明 の 抗 体 を 、 放 射 免 疫 療 法 の た め に 用 い る 場 合 に は 、
標 識 は 、 有 効 に 、 ３ Ｈ 、 ２ ２ ８ Ｔ ｈ 、 ２ ２ ７ Ａ ｃ 、 ２ ２ ５ Ａ ｃ 、 ２ ２ ３ Ｒ ａ 、 ２ １ ３ Ｂ ｉ
、 ２ １ ２ Ｐ ｂ 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 ２ １ １ Ａ ｔ 、 ２ ０ ３ Ｐ ｂ 、 １ ９ ４ Ｏ ｓ 、 １ ８ ８ Ｒ ｅ 、 １ ８ ６

Ｒ ｅ 、 １ ５ ３ Ｓ ｍ 、 １ ４ ９ Ｔ ｂ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 １ １ １ Ｉ ｎ 、 １ ０ ５ Ｒ ｈ 、 ９ ９ ｍ

Ｔ ｃ 、 ９ ７ Ｒ ｕ 、 ９ ０ Ｙ 、 ９ ０ Ｓ ｒ 、 ８ ８ Ｙ 、 ７ ２ Ｓ ｅ 、 ６ ７ Ｃ ｕ 、 ま た は ４ ７ Ｓ ｃ で あ
っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 上 記 し た 抗 体 お よ び 化 合 物 は 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア
ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い る
。 既 に 入 手 可 能 で は な い 場 合 に は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に 特 異 的 な 抗 体 を 調 製 す る 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 抗 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 抗 体 を 、 固 体 支 持
体 に 結 合 さ せ 、 固 体 支 持 体 上 の す べ て の 遊 離 の タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 、 タ ン パ ク 質 、 例 え
ば ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で ブ ロ ッ ク す る 。 関 連 す る 試 料 を 、 固 体 支 持 体 上 の 抗 体 と 共 に 、 Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ が 抗 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 抗 体 に 結 合 す る 条 件 の 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 試 料 を
除 去 し 、 固 体 支 持 体 を 洗 浄 し て 、 未 結 合 の 物 質 を 除 去 し 、 検 出 可 能 な 試 薬 に 結 合 し た 抗 Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 抗 体 （ Ｒ Ｉ Ａ に つ い て 放 射 活 性 物 質 お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に つ い て 酵 素 ） を 、 固
体 支 持 体 に 加 え 、 標 識 し た 抗 体 へ の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 結 合 が 生 じ る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 結 合 し た 後 に 、 未 結 合 の 標 識 し た 抗 体 を 、 洗 浄 に よ り 除 去 す る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に つ
い て 、 １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 基 質 を 加 え て 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 量 に 基 づ く 着 色 さ
れ た 反 応 生 成 物 を 生 成 す る 。 Ｒ Ｉ Ａ に つ い て 、 固 体 支 持 体 を 、 放 射 活 性 崩 壊 シ グ ナ ル に つ
い て 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る す べ て の 方 法 に よ り 計 数 す る 。 Ｒ Ｉ Ａ お よ び Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ の 両 方 に つ い て の 定 量 的 な 結 果 は 、 典 型 的 に は 、 標 準 曲 線 を 参 照 す る こ と に よ り 、 得
ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ レ ベ ル を 測 定 す る た め の 他 の 方 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。
例 え ば 、 競 合 ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き 、 こ こ で 、 抗 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 抗 体 は 、 固 体 支 持
体 に 結 合 し 、 計 上 さ れ た 量 の 標 識 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ お よ び 関 連 す る 試 料 を 、 固 体 支 持 体
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 、 標 識 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 量 は 、 試
料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 量 に 相 関 し 得 る 。 従 っ て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ お よ び 変 化 は 、 本 発
明 の さ ら な る 態 様 を 構 成 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 方 法 を 、 さ ら に 、 予 後 ア ッ セ イ と し て 用 い て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の
増 大 し た か ま た は 低 下 し た 発 現 レ ベ ル に 関 連 す る 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る か 、 ま た は こ れ
を 発 生 す る 危 険 に あ る 対 象 を 同 定 す る こ と が で き る 。 正 常 な ヒ ト 対 照 と 比 較 し て の 、 高 い
（ ま た は 低 い ） Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ レ ベ ル の 存 在 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ を 発 生 す る 危 険 に あ る ヒ ト 患 者 に
特 徴 的 で あ る 。 本 発 明 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る （ ま た は 増 大 さ せ
る ） た め の 治 療 剤 の 有 効 性 を ま た 、 ヒ ト 患 者 に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 発 現 の レ ベ ル を 臨
床 試 験 に お い て 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 例 え ば ヒ ト 細
胞 に お い て 分 析 す る こ と に よ り 、 モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 遺 伝
子 発 現 パ タ ー ン は 、 マ ー カ ー と し て 作 用 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 場 合 に よ っ て は 、 ヒ ト
患 者 ま た は 細 胞 の 試 験 さ れ る 剤 に 対 す る 生 理 学 的 応 答 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 上 記 の 試 験 を 、 種 々 の 細 胞 、 体 液 お よ び ／ ま た は 組 織 抽 出 物 、 例 え ば 患 者 か ら 得 ら れ た
ホ モ ジ ネ ー ト ま た は 可 溶 化 さ れ た 組 織 か ら 由 来 す る 試 料 に 対 し て 、 行 う こ と が で き る 。 組
織 抽 出 物 は 、 組 織 生 検 お よ び 剖 検 物 質 か ら 常 習 的 に 得 ら れ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 体 液
に は 、 血 液 、 尿 、 唾 液 ま た は す べ て の 他 の 身 体 の 分 泌 物 ま た は こ れ ら の 誘 導 体 が 含 ま れ る
。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 血 液 」 に は 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 循 環 す る 上 皮 細 胞 、 構 成 成 分 ま
た は 血 液 の す べ て の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 体 液 に お け る 検 出 に 加 え て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 は 、 細 胞 捕 獲 手 法 に よ る 検
出 に 適 す る 。 全 血 を 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 磁 気 的 分 離 に よ り 捕 獲 す る こ と が で き る 。 米 国
特 許 第 5,200,084号 ； 5,186,827号 ； 5,108,933号 ； 4,925,788号 、 こ れ ら の 開 示 内 容 を 、 こ
れ ら の 全 体 に わ た り 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 上 皮 細 胞 を 、 Dynabeads（ 登 録 商
標 ） ま た は CELLection（ 登 録 商 標 ） (Dynal Biotech, Oslo, Norway)の よ う な 製 品 を 用 い
て 、 捕 獲 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 血 液 の 画 分 、 例 え ば 上 皮 細 胞 を 含 む バ フ ィ ー
（ buffy） コ ー ト 画 分 （ ５ ｍ ｌ の 血 液 か ら 単 離 さ れ た ５ ０ ｍ ｍ の 細 胞 ） を 捕 獲 す る こ と が
で き る 。 細 胞 は ま た 、 WO 00/47998中 に 記 載 さ れ て い る 手 法 を 用 い て 捕 獲 す る こ と が で き
、 こ の 開 示 内 容 を 、 こ の 全 体 に わ た り 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。 細 胞 を 捕 獲 し た
ま た は 濃 縮 し た 後 に 、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 、 対 象 の 出 願 中 に 記 載 し た 手 段 に よ り 検 出
す る 。 あ る い は ま た 、 核 酸 を 、 血 液 試 料 か ら 直 接 捕 獲 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 6,15
6,504号 、 5,501,963号 ； ま た は WO 01/42504を 参 照 。 こ の 開 示 内 容 を 、 こ れ ら の 全 体 に わ
た り 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 導 入 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
例
例 １ ： Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 免 疫 捕 獲 (ahybrid ImmunoCapture)（ Ｈ Ｉ Ｃ ） ア ッ セ イ
　 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 エ ル マ ン 試 薬 ； ５ ， ５ ’ － ジ チ オ － ビ ス （ ２ － ニ ト
ロ 安 息 香 酸 ） （ Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ ） 、 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ Ｌ を 、 Sigma (St. Louis, MO)か ら 得 た 。 ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 、 GIBCO-Invitrogen (Carlsbad, CA)か ら 得 た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト を 、 VWR (West Chester, PA)か ら 得 た 。 Ｔ Ｂ Ｓ お よ び SuperBlock/TBSブ ロ ッ キ ン グ
溶 液 を 、 Pierce (Rockford, IL)か ら 得 た 。 ク エ ン 酸 一 水 和 物 緩 衝 液 を 、 Teknova (Half M
oon Bay, CA)か ら 得 た 。 １ － ミ リ ス ト イ ル － ２ － （ ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ク シ ニ ル ） ホ ス
フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ Ｍ Ｎ Ｐ ） を 、 KARLAN (Santa Rosa, CA)か ら 得 、 ２ － チ オ － Ｐ Ａ Ｆ を
、 Cayman Chemical (Ann Arbor, MI)か ら 得 た 。 酵 素 的 に 活 性 な 組 換 え 哺 乳 類 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ （ ｒ ｍ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） を 、 diaDexus (South San Francisco, CA)に お い て 作 製 し た
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。 ２ ０ ０ の 正 常 な 血 漿 試 料 を 分 析 の た め に 用 い た 。
【 ０ １ １ ２ 】

　 複 合 免 疫 捕 獲 ア ッ セ イ （ Ｈ Ｉ Ｃ ） の 概 略 図 を 、 図 １ Ａ お よ び 図 １ Ｂ に 示 す 。 図 １ Ａ は 、
生 成 物 に 変 換 さ れ る 基 質 の 直 接 的 な 読 み 取 り を 含 む １ つ の 態 様 を 示 す 。 図 １ Ｂ は 、 第 １ の
反 応 か ら の 生 成 物 が 反 応 し て 、 第 ２ の 生 成 物 を 生 成 す る 、 二 次 的 な 読 み 取 り を 示 す 。 Ｈ Ｉ
Ｃ － Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ は 、 図 １ Ｂ の 態 様 の 例 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】

　 ア ッ セ イ の 前 に 、 ２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ の エ タ ノ ー ル 性 溶 液 を 、 窒 素 の 穏 和 な 流 れ の 下 で 蒸 発
乾 固 さ せ 、 １ ｘ ア ッ セ イ 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｇ
Ｔ Ａ ） 中 で 再 構 成 し て 、 ４ ０ ０ ｕ Ｍ の 最 終 濃 度 と し た 。 １ ０ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ 溶 液 を 、 ０ ．
４ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ を 用 い て 調 製 し た 。 １ － ミ リ ス ト イ ル － ２ － （ ４ －
ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ク シ ニ ル ） ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン を 含 む Ｒ ２ 緩 衝 液 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ の ク エ
ン 酸 一 水 和 物 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ４ ． ５ と ９ ０ ｍ Ｍ の １ － ミ リ ス ト イ ル － ２ － （ ４ － ニ ト ロ フ ェ
ニ ル ス ク シ ニ ル ） ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン と を 、 ７ ９ ： １ の 比 率 で 、 ア ッ セ イ 前 に 混 合 す る
こ と に よ り 、 作 成 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 先 ず 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 １ Ｘ Ｔ Ｂ Ｓ 中 の 抗 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ｍ Ａ ｂ 　 ２ Ｃ １
０ （ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） ２ ０ ０ ｕ Ｌ で 被 覆 し 、 ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 プ レ ー
ト を 、 ２ ５ ０ μ Ｌ の SuperBlock TBSブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 遮 断 し 、 振 盪 し な が ら １ ８ ０ ｒ ｐ
ｍ で 室 温 で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 使 用 前 に 洗 浄 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 先 ず 、 １ ７ ０ μ Ｌ の １ ｘ Ｔ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 緩 衝 液 を 、 ウ ェ ル に 加 え 、 続 い て 、 ３ ０ μ
Ｌ の 試 料 、 ま た は 標 準 （ 哺 乳 類 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 、 ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０
、 ４ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ に お け る ロ ッ ト （ lot） ） を 加 え 、 振 盪 し な が ら 室 温 で １ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 に 、 プ レ ー ト を 、 １ 回 ３ ６ ０ μ Ｌ の 洗 浄 緩 衝 液 （
１ ｘ Ｔ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ Tween20） で 洗 浄 し た 。 次 に 、 １ ６ ０ μ Ｌ の １ ｘ ア ッ セ イ 緩 衝 液
（ ０ ． １ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ ） 、 １ ０ μ Ｌ の Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ 溶
液 （ ０ ． ４ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ 中 １ ０ ｍ Ｍ ） 、 お よ び ５ ５ μ Ｌ の ４ ０ ０ ｕ Ｍ
の ２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ 基 質 溶 液 を 、 各 々 の ウ ェ ル に 加 え 、 動 的 （ kinetic） モ ー ド （ １ 分 あ た
り １ 回 の 読 み 取 り ） で 作 動 す る プ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular Device, Sunnyvale, CA)に
お い て ４ １ ４ ｎ ｍ で 、 ３ ７ ℃ で の 自 動 混 合 オ ン で ５ 分 間 読 み 取 っ た 。 Δ Ｏ Ｄ ４ １ ４ ／ 分 に
相 当 す る 曲 線 の 勾 配 を 、 す べ て の 標 準 お よ び 試 料 に つ い て 計 算 し た 。 ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に お け る
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の レ ベ ル を 、 ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 の 勾 配 の 標 準 曲 線 か ら 計 算 し た 。
結 果 を 、 図 ２ に 示 す 。 図 ３ は 、 捕 獲 抗 体 と し て 抗 体 Ｂ ２ ０ ０ ． １ を 用 い た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｔ ｈ ｉ
ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 図 ４ は 、 捕 獲 抗 体 と し て 抗 体 Ｂ ５ ０ １ ． １ を 用 い た Ｈ Ｉ
Ｃ － Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 分 析 す る た め の 第 ２ の Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ を 、 １ － ミ リ ス ト イ ル － ２
－ （ ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ク シ ニ ル ） ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ Ｍ Ｎ Ｐ ） を 基 質 と し て 用 い
て 開 発 し た 。 こ の ア ッ セ イ を 、 本 明 細 書 中 で は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ
イ と 呼 ぶ 。
【 ０ １ １ ７ 】
ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 曲 線
　 メ タ ノ ー ル ス ト ッ ク 溶 液 を 調 製 す る た め に 、 １ ０ ０ 、 ７ ５ 、 ５ ０ 、 ２ ５ 、 １ ０ お よ び ５
ｕ Ｌ の １ Ｍ の ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (Sigma、 Cat. #1048-25g)を 、 そ れ ぞ れ ９ ０ ０ 、 ９ ２
５ 、 ９ ５ ０ 、 ９ ７ ５ お よ び ９ ９ ０ ｕ ｌ の メ タ ノ ー ル と 混 合 し て 、 １ ０ ０ 、 ７ ５ 、 ５ ０ 、 ２
５ 、 １ ０ お よ び ５ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ ｕ Ｌ の メ タ ノ ー ル 溶 液 を 調 製 し た 。 各 々 の 標 準 に つ い て の 作
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複 合 免 疫 捕 獲 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 ア ッ セ イ

２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ 基 質 を 用 い た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ

Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ



業 溶 液 を 、 ４ ０ ｕ Ｌ の ス ト ッ ク 溶 液 を ９ ６ ０ ｕ Ｌ の メ タ ノ ー ル 中 に 希 釈 す る （ １ ： ２ ５ の
希 釈 ） こ と に よ り 、 調 製 し た 。 ス ト ッ ク 溶 液 お よ び 作 業 溶 液 を 、 ４ ℃ で 暗 所 に 保 存 し た 。
２ ５ ｕ Ｌ の ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 作 業 溶 液 を 、 ８ つ の 複 製 （ 8 replicates） ウ ェ ル に
加 え 、 ２ ５ ｕ Ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ を 、 １ １ ０ ｕ Ｌ の Ｒ ２ （ 上 記 し た ） を 各 々 の ウ ェ ル に 加 え る 前 に
、 ８ つ の ブ ラ ン ク の 対 照 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 、 上 記 し た よ う に 混 合 し 、 ４ ０ ５ ｎ
ｍ の 吸 光 度 に お い て 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 標 準 曲 線 を 、 ７ つ の 標 準 に つ い て の 平 均 の Ｏ Ｄ 値 （ ８ つ の 複 製 ） を ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー
ル （ ０ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 お よ び １ ０ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ） の 量 に 対 し て プ ロ ッ ト す
る こ と に よ り 、 作 成 し た 。 次 に 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 曲 線 の 勾 配 （ Δ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／
ｎ ｍ ｏ ｌ ） を 計 算 し て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に お い て 、 以 下 の 式 ：
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 （ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ ） ＝ 試 料 の 勾 配 （ Δ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／ 分 ） ÷ 標 準 曲
線 の 勾 配 （ Δ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／ ｎ ｍ ｏ ｌ ） ÷ ０ ． ０ ２ ５ ｍ Ｌ
を 用 い て 決 定 し た 。 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 曲 線 を 、 通 常 の 間 隔 で 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー
の 較 正 Ｑ Ｃ と し て 実 行 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ
　 半 面 積 （ half-area） ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (VWR, Cat. #3690)を 、 一 次
抗 体 （ 抗 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ｍ Ａ ｂ 　 ２ Ｃ １ ０ ） で 、 １ ｘ Ｔ Ｂ Ｓ (Pierce, Cat. #28372)中 で
２ ５ μ Ｌ ／ ウ ェ ル （ １ ｕ ｇ ／ ２ ５ ｕ Ｌ ） に お い て 、 ４ ℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ー テ
ィ ン グ 緩 衝 液 を 、 Pierce (Rockford, IL) (Cat. #37535)か ら の SuperBlock TBSブ ロ ッ キ
ン グ 溶 液 １ ５ ０ μ Ｌ ／ ウ ェ ル を 加 え る 前 に 、 洗 浄 せ ず に 吸 引 し た 。 プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン
グ し 、 １ ８ ０ ｒ ｐ ｍ で 室 温 で １ ０ 分 に わ た り ２ 回 振 盪 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ
ッ キ ン グ 溶 液 を 、 吸 引 に よ り 廃 棄 し 、 プ レ ー ト を 、 ２ ４ 時 間 以 内 に 用 い た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 新 鮮 な Ｒ ２ 緩 衝 液 を 、 Ｒ １ （ ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ
の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 、 １ ０ ｍ Ｍ の １ － ノ ナ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ
７ ． ６ ） と Ｒ ２ Ｂ （ ９ ０ ｍ Ｍ の １ － ミ リ ス ト イ ル － ２ － （ ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ク シ ニ ル
） ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ） と を ２ ０ ｕ Ｌ ： ０ ． １ ２ ｕ Ｌ （ ウ ェ ル あ た り ） の 比 率 で ア ッ セ
イ 前 に 混 合 す る こ と に よ り 、 調 製 し た 。 Ｒ １ と Ｒ ２ Ｂ と を 混 合 し た 後 に ； 溶 液 を 、 室 温 で
暗 所 に 保 存 し 、 混 合 物 Ｒ ２ を 、 ２ 時 間 以 内 に 用 い た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ２ ０ μ Ｌ の 試 料 ま た は 標 準 ま た は 対 照 を 、 被 覆 し た プ レ ー ト の 各 々 の ウ ェ ル に 加 え 、 １
８ ０ ｒ ｐ ｍ で 室 温 で ３ ０ 分 に わ た り 振 盪 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 （ 用 い た 標 準 は 、
１ ％ の ガ ン マ － グ ロ ブ リ ン ／ １ ｘ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ｐ Ｈ ７ ． ４ で 希 釈 し た ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、
５ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の ｒ ｍ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ で あ っ た 。 対 照 の 試 料 は 、 ｒ ｍ Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ タ ン パ ク 質 で ス パ イ ク し た (spike)も の を 含 む ６ つ の 正 常 な 血 漿 試 料 を 含 ん で い
た 。 ） プ レ ー ト を 、 ０ ． ０ ５ ％ の Tween-20を 含 む ７ ５ ｕ Ｌ の １ ｘ Ｔ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し た 。
洗 浄 に 続 い て 、 ウ ェ ル あ た り ２ ０ ｕ Ｌ の 反 応 緩 衝 液 Ｒ ２ （ 上 記 し た ） を 加 え た 。 直 ち に 、
プ レ ー ト を 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー 中 に 配 置 し 、 読 み 取 り を 開 始 し た 。 プ レ ー ト 全 体 へ の Ｒ ２
の 添 加 を 、 ４ ０ 秒 以 内 に 完 了 し な け れ ば な ら な い （ マ ル チ チ ャ ン ネ ル ピ ペ ッ ト お よ び ロ ボ
ッ ト を 本 発 明 者 ら の ア ッ セ イ に お い て 用 い た ） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Ｒ ２ を 加 え た 後 、 吸 光 度 の 変 化 を 、 直 ち に プ レ ー ト リ ー ダ ー を 動 的 モ ー ド で ４ ０ ５ ｎ ｍ
に お い て ５ 分 間 用 い て 測 定 し た 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 、 室 温 に 設 定 し 、 自 動 混 合 設 定 と し
て 読 み 取 り 前 に １ 回 混 合 し 、 デ ー タ ポ イ ン ト を 、 １ ５ 秒 間 隔 で 得 た 。 Δ ｍ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／ 分
に 相 当 す る 曲 線 の 勾 配 を 、 す べ て の 標 準 お よ び 試 料 に つ い て １ ５ 秒 ～ ６ ０ 秒 間 計 算 し た 。
ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の レ ベ ル を 、 ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 の 勾 配 の 標 準
曲 線 か ら 計 算 し 、 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の レ ベ ル を 、 勾 配 ：
　 　 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ ＝ 勾 配 （ Δ ｍ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／ 分 ） × １ ． １ ３ ６
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か ら 計 算 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 結 果
　 ア ッ セ イ に つ い て の 定 量 の 下 限 （ Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ ） を 、 以 下 の 式 ：
　 　 定 量 の 下 限 （ Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ ） ＝ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ＋ （ ６ × Ｓ Ｔ Ｄ Ｅ Ｖ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ）
を 用 い て 、 ブ ラ ン ク の ２ ２ 個 の 複 製 か ら の 背 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル の 平 均 お よ び 標 準
偏 差 （ Ｓ Ｔ Ｄ Ｅ Ｖ ） を 計 算 す る こ と に よ り 、 決 定 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
　 定 量 の 上 限 を 、 信 頼 可 能 に 測 定 す る こ と が で き る ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 の 最 も 高 い 濃 度
か ら 推 定 し た 。 標 準 の 複 数 の 複 製 （ multiple replicates） を 評 価 し て 、 最 も 高 い 標 準 を
再 現 可 能 に 定 量 す る こ と が で き る こ と を 確 認 し た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
　 市 販 さ れ て い る 試 料 に お け る 活 性 レ ベ ル に つ い て の 分 位 （ quantile） を 、 以 下 の 表 に 示
す 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ７ 】
　 以 下 の 表 は 、 試 験 し た 試 料 か ら の 百 分 位 数 （ percentile） お よ び 対 応 す る 分 位 に つ い て
の 実 際 の Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ お よ び Ｕ Ｌ Ｏ Ｑ と 比 較 し て の 、 標 的 の （ ま た は 予 測 さ れ た ） Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ お
よ び Ｕ Ｌ Ｏ Ｑ を 示 す 。 標 的 の Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ お よ び Ｕ Ｌ Ｏ Ｑ を 、 上 記 し た 方 法 を 用 い て 作 成 し 、
実 際 の Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ お よ び Ｕ Ｌ Ｏ Ｑ を 、 試 料 の 評 価 に よ り 決 定 し た 。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
＊ Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ ＝ ５ 番 目 の 百 分 位 数 ÷ １ ０
＊ ＊ Ｕ Ｌ Ｏ Ｑ ＝ ９ ５ 番 目 の 百 分 位 数 × ３
【 ０ １ ２ ８ 】
　 達 成 さ れ た 実 際 の Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ は 、 こ の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ に つ い て 、 標 的 の
Ｌ Ｌ Ｏ Ｑ （ １ ／ １ ０ × 通 常 の 範 囲 の 試 料 の 値 の ５ 番 目 の 百 分 位 数 ） に 極 め て 近 か っ た 。 標
的 の 感 度 に は 、 主 要 で な い 改 変 で 到 達 す る 。 Ｕ Ｌ Ｏ Ｑ （ ３ × 通 常 の 範 囲 の 試 料 の 値 の ９ ５
番 目 の 百 分 位 数 ） は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て 成 功 に 達 成 さ れ
た 。 さ ら に 、 極 め て 厳 密 な Ｃ Ｖ が 、 Ｍ Ｎ Ｐ 基 質 を 用 い て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ
Ｚ ア ッ セ イ の 上 方 の 範 囲 に つ い て 得 ら れ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ
－ Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ が 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 正 確 に 測 定 す る た め に 有 用 で あ る こ と を 例 証
す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
例 ２ ： 改 善 さ れ た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ
　 図 ６ は 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI)か ら 入 手 で き
る 、 市 販 の Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 特 に 、 当 該 プ ロ ト コ ル に お い て 、 Ｄ Ｔ
Ｎ Ｂ を 、 ２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ と 同 時 に 加 え る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 改 善 さ れ た ア ッ セ イ を 行 う 前 に 、 ２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ の エ タ ノ ー ル 性 溶 液 を 、 窒 素 の 穏 和 な
流 れ の 下 で 蒸 発 乾 固 さ せ 、 １ ｘ ア ッ セ イ 緩 衝 液 （ ０ ． １ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２
、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ ） 中 で 再 構 成 し て 、 ４ ０ ０ ｕ Ｍ の 最 終 濃 度 と し た 。 Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ 溶 液 を 、
０ ． ４ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ を 用 い て 調 製 し て 、 １ ０ ｍ Ｍ （ １ ｍ ｌ の 緩 衝 液
中 ４ ｍ ｇ の Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ ） の 最 終 濃 度 を 達 成 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】

　 ア ッ セ イ に お い て 、 ８ ３ μ Ｌ の １ ｘ ア ッ セ イ 緩 衝 液 を 、 ２ ０ μ Ｌ の 試 料 ま た は 標 準 （ ８
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２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ 基 質 を 用 い た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 ア ッ セ イ



０ ０ 、 ４ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 、 １ ０ ０ 、 ５ ０ 、 ２ ５ 、 お よ び ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に お け る 組 換 え 哺 乳 類
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） お よ び １ ０ μ Ｌ の １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ 溶 液 （ ０ ． ４ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ
ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ 中 ） と 混 合 し 、 室 温 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 図 ７ に 、 結 果 を 示 す
。 Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ と 共 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 遊 離 チ オ ー ル （ １ 種 ま た は ２ 種 以 上 ） か ら バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 消 去 し た 後 に 、 １ １ ２ μ ｌ の ４ ０ ０ μ Ｍ の ２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ 溶 液
を 加 え 、 プ レ ー ト を 、 動 的 モ ー ド （ １ 分 あ た り １ 回 の 読 み 取 り ） で 作 動 す る プ レ ー ト リ ー
ダ ー (Molecular Device, Sunnyvale, CA)に お い て ４ １ ４ ｎ ｍ で 、 室 温 で の 自 動 混 合 オ フ
で ５ 分 間 読 み 取 っ た 。 Δ Ｏ Ｄ ４ １ ４ ／ 分 に 相 当 す る 曲 線 の 勾 配 を 、 す べ て の 標 準 お よ び 試
料 に つ い て 計 算 し た 。 ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の レ ベ ル を 、 ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 標 準 の 勾 配 の 標 準 曲 線 か ら 計 算 し た 。 結 果 を 、 図 ８ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 以 下 の 表 は 、 ア ッ セ イ あ た り ２ 回 （ 市 販 の Ｔ ｈ ｉ ｏ － Ｐ Ａ Ｆ お よ び 改 善 さ れ た ２ － ｔ ｈ
ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ） 決 定 し た 、 ２ ４ 個 の 種 々 の 血 漿 試 料 の 群 に つ い て の 、 ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に お け る Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の レ ベ ル を 示 す 。 活 性 値 に 加 え て 、 偏 差 の 係 数 （ Ｃ Ｖ ） を 、 ア ッ セ イ あ
た り 各 々 の 試 料 お よ び 各 々 の ア ッ セ イ に つ い て の 全 体 的 な 平 均 に つ い て 報 告 す る 。 改 善 さ
れ た ２ － ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｃ Ｖ が 、 平 均 で １ ０ ． ７ ％ か ら ４ ． ５ ％ に 改
善 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】
例 ３ ： Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ
　 比 色 活 性 ア ッ セ イ を 開 発 し て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 、 １ － ミ リ ス ト イ ル － ２ － （ ４ －
ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ク シ ニ ル ） ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ Ｍ Ｎ Ｐ ） を 基 質 と し て 用 い て 決 定 し
、 こ れ を 、 本 明 細 書 中 で は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ と 呼 ぶ 。 こ の 基 質 を 、 市 販
の ア ッ セ イ 、 例 え ば Karlan Research Products Corporation (Santa Rosa, CA)か ら の Aut
o-PAF-AHア ッ セ イ に お い て 用 い た 。 以 下 に 記 載 す る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ は 、
試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 で 処 理 し た 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ
２ 活 性 に お け る 変 化 に 加 え て 検 出 す る の に 有 用 で あ る 。 分 析 を 行 う た め の 試 料 の 希 釈 に よ
り 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ か ら の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 の 解 離 が 増 大 す る こ と が あ り 、
誤 っ て 高 い Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 レ ベ ル ま た は 低 い 阻 害 レ ベ ル が も た ら さ れ 得 る 。 Ｌ ｐ － Ｐ
Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に よ り 、 試 料 の 希 釈 が 低 下 し 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 ま た は 阻 害 が
一 層 正 確 に 報 告 さ れ 、 こ れ は 、 化 合 物 が 、 試 料 ま た は 患 者 に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を
阻 害 す る 能 力 ま た は 効 力 を モ ニ タ リ ン グ す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 メ タ ノ ー ル ス ト ッ ク 溶 液 を 調 製 す る た め に 、 １ ０ ０ 、 ７ ５ 、 ５ ０ 、 ２ ５ 、 １ ０ お よ び ５
ｕ Ｌ の １ Ｍ の ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (Sigma, Cat. #1048-25g)を 、 そ れ ぞ れ ９ ０ ０ 、 ９ ２
５ 、 ９ ５ ０ 、 ９ ７ ５ お よ び ９ ９ ０ ｕ ｌ の メ タ ノ ー ル と 混 合 し て 、 １ ０ ０ 、 ７ ５ 、 ５ ０ 、 ２
５ 、 １ ０ お よ び ５ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ ｕ Ｌ の メ タ ノ ー ル 溶 液 を 調 製 し た 。 各 々 の 標 準 に つ い て の 作
業 溶 液 を 、 ４ ０ ｕ Ｌ の ス ト ッ ク 溶 液 を ９ ６ ０ ｕ Ｌ の メ タ ノ ー ル 中 に 希 釈 す る （ １ ： ２ ５ の
希 釈 ） こ と に よ り 、 調 製 し た 。 ス ト ッ ク 溶 液 お よ び 作 業 溶 液 を 、 ４ ℃ で 暗 所 に 保 存 し た 。
２ ５ ｕ Ｌ の ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 作 業 溶 液 を 、 ８ つ の 複 製 ウ ェ ル に 加 え 、 ２ ５ ｕ Ｌ の
Ｐ Ｂ Ｓ を 、 １ １ ０ ｕ Ｌ の Ｒ ２ （ 上 記 し た ） を 各 々 の ウ ェ ル に 加 え る 前 に 、 ８ つ の ブ ラ ン ク
の 対 照 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 、 上 記 し た よ う に 混 合 し 、 ４ ０ ５ ｎ ｍ の 吸 光 度 に お い
て 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 標 準 曲 線 を 、 ７ つ の 標 準 に つ い て の 平 均 の Ｏ Ｄ 値 （ ８ つ の 複 製 ） を ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー
ル （ ０ 、 ５ 、 １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 お よ び １ ０ ０ ｎ ｍ ｏ ｌ ） の 量 に 対 し て プ ロ ッ ト す
る こ と に よ り 、 作 成 し た 。 次 に 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 曲 線 の 勾 配 （ Δ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／
ｎ ｍ ｏ ｌ ） を 計 算 し て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に お い て 、 以 下 の 式 ：
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 （ ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ ） ＝ 試 料 の 勾 配 （ Δ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／ 分 ） ÷ 標 準 曲
線 の 勾 配 （ Δ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／ ｎ ｍ ｏ ｌ ） ÷ ０ ． ０ ２ ５ ｍ Ｌ
を 用 い て 決 定 し た 。 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 曲 線 を 、 通 常 の 間 隔 で 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー
の 較 正 Ｑ Ｃ と し て 実 行 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 新 鮮 な Ｒ ２ 緩 衝 液 を 、 Ｒ １ （ ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ
の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 、 １ ０ ｍ Ｍ の １ － ノ ナ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ
７ ． ６ ） と Ｒ ２ Ｂ （ ９ ０ ｍ Ｍ の １ － ミ リ ス ト イ ル － ２ － （ ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ク シ ニ ル
） ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン ） と を １ １ ０ ｕ Ｌ ： ０ ． ６ ６ ｕ Ｌ （ ウ ェ ル あ た り ） の 比 率 で ア ッ
セ イ 前 に 混 合 す る こ と に よ り 、 調 製 し た 。 Ｒ １ と Ｒ ２ Ｂ と を 混 合 し た 後 に ； 溶 液 を 、 室 温
で 暗 所 で 保 存 し 、 混 合 物 Ｒ ２ を 、 ２ 時 間 以 内 に 用 い た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ２ ５ ｕ Ｌ の 試 料 ま た は 標 準 ま た は 対 照 を 、 ９ ６ ウ ェ ル Ｎ Ｂ Ｓ プ レ ー ト (Corning, Cat. #
3641)中 に 加 え 、 続 い て １ １ ０ ｕ Ｌ の Ｒ ２ （ Ｒ １ と Ｒ ２ Ｂ と の 混 合 物 ） を 加 え た 。 プ レ ー
ト 全 体 へ の Ｒ ２ の 添 加 を 、 最 適 な 性 能 の た め に ４ ０ 秒 以 内 に 完 了 し た 。 ア ッ セ イ に お け る
標 準 試 料 は 、 １ ％ の ガ ン マ － グ ロ ブ リ ン ／ １ ｘ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で 希 釈 し た ０ 、 １ ０
０ 、 ２ ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 哺 乳 類 組 換 え Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ （ ｒ
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） を 含 ん で い た 。 ア ッ セ イ に お け る 対 照 の 試 料 は 、 ６ つ の 正 常 な 血 漿 試 料
を 含 ん で お り 、 こ の １ つ は 、 組 換 え 哺 乳 類 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ （ ｒ ｍ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ） で ス パ
イ ク さ れ て い た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Ｒ ２ を 加 え た 後 、 吸 収 の 変 化 を 、 直 ち に プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 動 的 モ ー ド で ４ ０ ５
ｎ ｍ に て ５ 分 間 測 定 し た 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 、 室 温 に 設 定 し 、 自 動 混 合 設 定 と し て 読 み
取 り 前 に １ 回 ２ ０ 秒 間 混 合 し 、 デ ー タ ポ イ ン ト を 、 １ ５ 秒 間 隔 で 得 た 。 Δ ｍ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／
分 に 相 当 す る 曲 線 の 勾 配 を 、 す べ て の 標 準 お よ び 試 料 に つ い て ６ ０ 秒 ～ １ ８ ０ 秒 間 計 算 し
た 。 ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の レ ベ ル を 、 ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 標 準 の 勾 配 の
標 準 曲 線 か ら 計 算 し 、 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の レ ベ ル を 、 勾 配
：
　 　 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ ＝ 勾 配 （ Δ ｍ Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ／ 分 ） × １ ． ４ ２ ９
か ら 計 算 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
例 ４ ： Ｈ Ｉ Ｃ 、 改 善 さ れ た Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ お よ び Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に よ る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活
性 の モ ニ タ リ ン グ
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ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 曲 線

Ｄ Ａ Ｚ プ ロ ト コ ル



　 血 漿 試 料 を 、 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 ま た は プ ラ シ ー ボ の い ず
れ か を 投 薬 し た 後 の 基 準 （ baseline） お よ び 予 定 さ れ た 時 点 に お い て 採 集 す る 。 血 漿 試 料
を 、 上 記 し た ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 に つ い て 評 価 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 で 処 置 し た ボ ラ ン テ ィ ア に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の 顕 著 な 阻
害 が 、 阻 害 剤 の 投 与 の 後 ま も な く 、 阻 害 剤 の 投 与 後 数 時 間 に わ た り 観 察 さ れ る 。 対 照 的 に
、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の 顕 著 な 低 下 は 、 プ ラ シ ー ボ を 施 与 さ れ た ボ ラ ン テ ィ ア に お い て 検
出 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の 相 対 的 な 阻 害 を 、 上 記 に 、 お よ び 参 照 に よ り 導 入 す る WO 2005/00
1416を 含 む 他 の 箇 所 に 記 載 さ れ て い る ア ッ セ イ 形 式 の 中 で 比 較 す る 。 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 活 性 の 相 対 的 な 阻 害 を 、 ア ッ セ イ 形 式 の 中 で 比 較 す る 。 各 々 の ア ッ セ イ を 用 い て 、 基
準 と 比 較 し て の 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 の 投 与 の 後 の 各 々 の 時 点 に お け る 合 計 の Ｌ ｐ － Ｐ
Ｌ Ａ ２ 活 性 の 百 分 率 を 決 定 す る 。 ア ッ セ イ 間 変 動 性 を 、 参 照 ア ッ セ イ お よ び 代 替 の ア ッ セ
イ 形 式 に お い て 測 定 し た 、 所 定 の 試 料 （ 時 点 ） の 阻 害 の 百 分 率 の 算 術 的 な 差 異 を 計 算 す る
こ と に よ り 、 決 定 す る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ 、 Ｈ Ｉ Ｃ 、 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ お よ び 改 善 さ
れ た Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ 形 式 は 、 長 時 間 に わ た り ボ ラ ン テ ィ ア に お い て Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ
２ 活 性 の 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る の に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 変 化 さ せ る 療 法 、 例 え ば ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 に 対 す る ボ
ラ ン テ ィ ア の 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る の に 有 用 で あ る 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 調 節 療 法 に 対
す る 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ り 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 さ ら に ボ ラ ン テ ィ ア に 対
す る 療 法 の 利 点 を 決 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
例 ５ ： 試 料 集 団 に お け る 相 関 お よ び 分 布
　 本 発 明 者 ら は 、 Karlan (Santa Rosa, CA)か ら 市 販 さ れ て い る 自 動 Ｐ Ａ Ｆ － Ａ Ｈ ア ッ セ
イ （ Ａ Ｐ Ａ Ｆ ） 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 質 量 を 測 定 す る た め の 市 販 さ れ て い る Ｐ Ｌ Ａ Ｃ （ 登 録 商
標 ） 試 験 （ Ｐ Ｌ Ａ Ｃ ） 、 上 記 し た Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ （ Ｄ Ａ Ｚ ） お よ び 上 記 し た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ
Ｚ ア ッ セ イ （ Ｈ Ｉ Ｃ ） を 含 む Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 質 量 、 活 性 お よ び 組 み 合 わ せ 質 量 ／ 活 性 ア ッ
セ イ の 中 の 相 関 を 定 め た 。 Ｒ 値 を 、 ６ ０ 個 の PromedDx (Norton, MA)正 常 試 料 集 団 に つ い
て 計 算 し た 。 注 ： す べ て の Ｒ 値 ＞ ０ ． ７ ５ を 、 比 較 の 容 易 さ の た め に 太 字 で 強 調 表 示 し た
。
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
＊ ５ 個 の 試 料 か ら の デ ー タ を 、 欠 落 し た 値 に よ り 採 取 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 患 者 の 試 料 の 集 団 （ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 値 の 範 囲 お よ び 試 料 の タ イ プ ） に 依 存 し て 、 相 関 は
、 活 性 に 基 づ く 、 質 量 に 基 づ く 、 お よ び 複 合 の 活 性 ／ 質 量 に 基 づ く ア ッ セ イ 形 式 の 間 で 劇
的 に 変 動 し 得 る ：
　 PromedDx正 常 試 料 に つ い て 、 Ｐ Ｌ Ａ Ｃ （ 登 録 商 標 ） 試 験 ア ッ セ イ は 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ 、 Ｄ Ａ Ｚ
お よ び Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ と 良 好 に 相 関 し て い た （ Ｒ ＝ ０ ． ５ ～ ０ ． ６ ） 。 予 測 さ れ た よ う に
、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 値 の 動 的 範 囲 が 限 定 さ れ て い た た め 、 Ｒ 値 は 、 減 衰 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 臨 床 的 試 料 と PromedDx正 常 試 料 と の 間 の 分 離 は 、 Ｐ Ｌ Ａ Ｃ （ 登 録 商 標 ） 試 験 、 続 い て Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ を 用 い て 最 良 に 達 成 さ れ る 。 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ａ Ｐ Ａ
Ｆ ア ッ セ イ に よ っ て は 、 Ｐ Ｌ Ａ Ｃ （ 登 録 商 標 ） 試 験 ま た は Ｈ Ｉ Ｃ 形 式 と 同 様 に 、 Ｃ Ｈ Ｄ に
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つ い て の 高 い 危 険 度 を 有 す る 集 団 は 、 正 常 か ら 分 離 さ れ な い 。 直 接 的 な 酵 素 的 形 式 で あ る
Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ａ Ｐ Ａ Ｆ は 、 互 い に 比 較 し て 同 等 に 作 用 し た （ Ｒ ＝ ０ ． ９ ２ ） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 集 団 中 で 疾 患 の 危 険 に あ る 個 体 を 危 険 に な い 個 体 か ら 分 離 す る こ と が で き る ア ッ セ イ は
、 患 者 の 危 険 の 評 価 の た め に 、 疫 学 的 研 究 に お い て 、 お よ び 臨 床 的 患 者 診 断 に お い て 最 も
好 適 で あ る 。 上 記 し た Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ 、 お よ び 記 載 し た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ （ Ｈ Ｉ Ｃ
） は 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 症 の 危 険 を 評 価 す る Ｆ Ｄ Ａ に よ り 認 可 さ れ た Ｐ Ｌ Ａ Ｃ （ 登 録 商 標 ）
試 験 と の 最 も 高 い 相 関 を 例 証 し た 。 従 っ て 、 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ は 、 ア
テ ロ ー ム 硬 化 症 お よ び 他 の タ イ プ の 冠 血 管 疾 患 の 危 険 を 評 価 す る の に 適 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
例 ６ ： ア ッ セ イ 性 能
　 上 記 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の ア ッ セ イ 内 、 ア ッ セ
イ 間 お よ び 操 作 者 間 変 動 性 を 評 価 す る た め に 、 ８ つ の 正 常 な 血 漿 試 料 を 、 ４ つ １ 組 で 、 ３
つ の 別 個 の プ レ ー ト に お い て 、 ３ 人 の 操 作 者 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 平 均 の ％ Ｃ Ｖ を 、 ４ つ １ 組 で 試 行 し た ８ つ の 血 漿 試 料 の ％ Ｃ Ｖ か ら 計 算 し た 。 以 下 の 表
は 、 ３ つ の 試 行 か ら の 平 均 ％ Ｃ Ｖ お よ び 各 々 の 操 作 者 に つ い て の ３ つ の 試 行 か ら の 平 均 の
ア ッ セ イ 内 ％ Ｃ Ｖ を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ に つ い て の 精 度 を 、 ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 標 準 曲
線 か ら 計 算 し た ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ お よ び ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 両 方 の 値 に つ い て 計 算 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】

　 以 下 の 表 は 、 ３ つ の 独 立 し た ア ッ セ イ に お い て 分 析 さ れ た ８ つ の 血 漿 試 料 （ Ｐ １ ～ Ｐ ８
） に つ い て の 値 か ら の 、 平 均 の ア ッ セ イ 間 ％ Ｃ Ｖ を 示 す 。 各 々 の 操 作 者 に つ い て の 平 均 の
ア ッ セ イ 間 %Ｃ Ｖ を 、 ８ つ の 試 料 の ア ッ セ イ 間 ％ Ｃ Ｖ か ら 計 算 し た 。 Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ に つ
い て の 精 度 を 、 ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 標 準 曲 線 か ら 計 算 し た ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ お よ び ｎ ｇ
／ ｍ Ｌ の 両 方 の 値 に つ い て 計 算 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】

　 ３ 人 の 操 作 者 に つ い て の 操 作 者 間 の ％ Ｃ Ｖ を 、 ３ つ の 別 個 の プ レ ー ト に お い て ４ つ １ 組
で 分 析 し た ８ つ の 正 常 な 血 漿 PromedDx試 料 か ら の デ ー タ に 基 づ い て 、 各 々 の ア ッ セ イ に つ
い て 計 算 し た 。 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の 精 度 を 、 ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 標 準 曲 線
か ら 計 算 し た ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ お よ び ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ の 両 方 の 値 に つ い て 計 算 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ れ ら の 精 度 研 究 は 、 ア ッ セ イ 内 お よ び ア ッ セ イ 間 ％ Ｃ Ｖ に つ い て の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　
Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ 形 式 の 両 方 に つ い て の 許 容 し 得 る 再 現 性 を 例 証 し た
。 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の 操 作 者 間 の 精 度 は 、 許 容 可 能 で あ っ た 。 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ 形 式
に つ い て 、 操 作 者 間 の Ｃ Ｖ は 、 高 か っ た （ １ ８ ％ ） が 、 増 大 さ れ た 操 作 者 の 熟 練 に よ り 、
ま た は 標 準 曲 線 を 用 い る こ と に よ り 低 下 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】

　 希 釈 の 直 線 性 を 決 定 す る た め に 、 PromedDxか ら の １ ０ 個 の 血 漿 試 料 を 、 １ ％ ガ ン マ － グ
ロ ブ リ ン を 含 む ５ ０ ％ 濃 度 に 希 釈 し 、 次 に Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ
ア ッ セ イ に お い て 試 験 し た 。 さ ら に 、 PromedDxか ら の ５ 対 の 血 漿 試 料 を 、 １ ： １ の 比 率 で
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混 合 し 、 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ に お い て 試 験 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ １ ５ ７ 】
　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に お い て 、 ５ ０ ％ 希 釈 血 漿 試 料 中 で の 回 復 可 能 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 （
１ ％ ガ ン マ － グ ロ ブ リ ン 中 ） は 、 １ １ ９ ％ ～ １ ３ ５ ％ の 範 囲 内 で あ り 、 平 均 回 復 は 、 １ ２
７ ％ で あ っ た 。 ５ 対 の 血 漿 試 料 を １ ： １ の 比 率 で 混 合 し た 際 に は 、 回 復 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ
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２ 活 性 は 、 予 測 さ れ た 値 に 極 め て 近 く 、 １ ０ ０ ％ ～ １ ０ ２ ％ の 範 囲 内 で あ っ た 。 Ｈ Ｉ Ｃ －
Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に お い て 、 ５ ０ ％ 希 釈 血 漿 試 料 （ １ ％ ガ ン マ － グ ロ ブ リ ン 中 ） に お け る 回
復 可 能 な Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 は 、 ９ １ ％ ～ １ ３ ５ ％ の 範 囲 内 で あ り 、 平 均 回 復 は 、 １ １ ３
％ で あ っ た 。 ５ 対 の 血 漿 試 料 を １ ： １ の 比 率 で 混 合 し た 際 に は 、 回 復 し た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２
活 性 は 、 ８ ９ ％ ～ １ １ ９ ％ の 範 囲 内 で あ り 、 平 均 は 、 １ ０ ３ ％ で あ っ た 。 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ
Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に お け る ５ ０ ％ 希 釈 試 料 の 観 察 さ れ た 過 剰 回 復 は 、 評 価 さ れ て い る
。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 要 す る に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ 形 式 － Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ （ Ｍ Ｎ Ｐ 基 質 を 用
い る ） 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 改 善 Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ （ ２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ 基 質 を 用 い る ） 、
お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 複 合 免 疫 捕 獲 （ Ｈ Ｉ Ｃ ） ア ッ セ イ （ Ｍ Ｎ Ｐ ま た は ２ － チ オ Ｐ Ａ Ｆ 基
質 を 検 出 の た め に 用 い る ） － は 、 試 料 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 検 出 す る た め に 開 発 さ れ
た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は す べ て 、 ア ッ セ イ の 経 過 の 間 に Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 酵 素 か ら の 阻 害 剤
の 最 小 の 解 離 を 確 実 に す る よ う に 、 最 適 化 さ れ て い る 。 こ れ は 、 部 分 的 に 、 試 料 容 積 を 最
大 に し 、 希 釈 を 最 小 に し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 最 小 に す る こ と に よ り 、 達 成 さ れ た
。 従 っ て 、 ア ッ セ イ は 、 疫 学 的 研 究 、 危 険 の 評 価 お よ び 疾 患 、 例 え ば Ｃ Ｈ Ｄ の 診 断 に 有 用
で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
例 ７ ： Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ 形 式 の 自 動 化
　 前 に 示 し た よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ に つ い て の い く つ か の 活 性 に 基 づ い
た ア ッ セ イ 形 式 を 開 発 し た ： Ｍ Ｎ Ｐ 基 質 活 性 ア ッ セ イ の 改 変 さ れ た 方 式 （ Ｄ Ａ Ｚ ） 、 ２ －
チ オ Ｐ Ａ Ｆ 基 質 活 性 ア ッ セ イ の 改 変 さ れ た 方 式 （ 改 善 Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ） 、 並 び に Ｐ Ｌ Ａ Ｃ
試 験 か ら の 抗 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 ２ Ｃ １ ０ 捕 獲 抗 体 お よ び Ｎ Ｍ Ｐ 基 質 を 検 出 の た め に 用 い る
複 合 免 疫 捕 獲 （ Ｈ Ｉ Ｃ ） 形 式 （ Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ） 。 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ
形 式 は 共 に 、 対 象 の 血 漿 中 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ レ ベ ル を 決 定 す る に あ た っ て の ３ Ｈ － Ｐ Ａ Ｆ
放 射 分 析 方 法 と の 相 関 を 例 証 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 さ ら に 、 １ 日 あ た り 操 作 者 あ た り １ ０
０ ０ 個 よ り 多 い デ ー タ ポ イ ン ト を 信 頼 可 能 に 生 じ る た め に 用 い る こ と が で き る 、 高 処 理 能
力 の 自 動 化 さ れ た Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ を 開 発 し た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら
は 、 整 合 し た 血 漿 お よ び 血 清 試 料 に お け る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 試 験 し 、 こ れ ら の ２ 種 の
試 料 タ イ プ の 間 の 回 復 し た 値 の 良 好 な 相 関 を 例 証 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
自 動 化 基 本 骨 格 の 記 載

　 MultiPROBE II HTは 、 Perkin Elmer/Packard (Torrance, CA)に よ り 製 造 さ れ た ロ ボ ッ
ト 利 用 液 体 取 扱 ス テ ー シ ョ ン で あ る 。 装 置 は 、 一 緒 に 、 ま た は 互 い に 独 立 し て 機 能 す る こ
と が で き る ８ つ の ピ ペ ッ タ ー プ ロ ー ブ 、 専 用 の プ ロ ー ブ す す ぎ (rinsing)／ 洗 浄 (washing)
機 構 、 お よ び ２ ８ 個 の 標 準 的 な ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は ピ ペ ッ ト チ ッ
プ 箱 を 収 容 す る こ と が で き る 大 き い デ ッ キ か ら な る 。 デ ッ キ は 、 余 分 の ツ イ ス タ ー ロ ボ ッ
ト 利 用 ア ー ム 、 お よ び こ の 処 理 能 力 容 量 を 増 大 す る た め の プ レ ー ト ス タ ッ カ ー ま た は ホ テ
ル （ 本 明 細 書 中 で 用 い る ユ ニ ッ ト に 関 し て は 入 手 可 能 で は な い ） を 備 え て い て も よ い 。 不
正 確 な 吸 引 さ れ た 流 体 容 積 ま た は 詰 ま っ た チ ッ プ を 検 出 す る こ と が で き る 、 柔 軟 な ピ ペ ッ
テ ィ ン グ オ プ シ ョ ン 部 品 お よ び 内 蔵 式 の 液 体 感 知 能 力 の た め に 、 こ れ は 、 血 漿 ま た は 血 清
試 料 を 移 送 す る か ま た は 等 分 す る の に 有 利 で あ る 。 こ の ロ ボ ッ ト 利 用 ス テ ー シ ョ ン は 、 試
料 を 管 か ら ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト へ と 移 送 す る こ と が で き る 。 し か し 、 プ ロ ー ブ が 、 試 料 お
よ び 試 薬 を 同 時 に ８ つ の チ ャ ン ネ ル に 分 配 す る た め 、 MultiPROBEに つ い て は 、 試 薬 を ９ ６
ウ ェ ル プ レ ー ト 全 体 に 分 配 す る の に 、 ９ ６ ウ ェ ル 分 配 ヘ ッ ド を 備 え た ロ ボ ッ ト 利 用 ス テ ー
シ ョ ン （ 例 え ば MiniTrak） と 比 較 し て 、 長 い 時 間 を 要 す る 。 MultiPROBEロ ボ ッ ト 利 用 ス テ
ー シ ョ ン の さ ら な る 記 載 は 、 以 下 の ウ ェ ブ サ イ ト 中 に 見 出 す こ と が で き る ：
イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス ： las.perkinelmer.com/catalog/Product.aspx?ProductId=AMP8B
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【 ０ １ ６ １ 】

　 MiniTrakは 、 Perkin Elmer/Packard (Torrance, CA)に よ り 製 造 さ れ た ロ ボ ッ ト 利 用 液
体 取 扱 ス テ ー シ ョ ン で あ る 。 装 置 は 、 試 薬 お よ び 試 料 を す べ て の ９ ６ ウ ェ ル に １ 回 で 分 配
す る こ と が で き る ９ ６ ウ ェ ル ピ ペ ッ テ ィ ン グ ヘ ッ ド 、 １ ２ 個 の ピ ペ ッ ト チ ッ プ 箱 ま た は ５
０ 個 の 標 準 ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 収 容 す る こ と が で き る ４ つ の ス タ ッ カ
ー 、 プ レ ー ト を 種 々 の ス テ ー シ ョ ン へ と 、 ま た は こ こ か ら 移 送 す る コ ン ベ ヤ ー ベ ル ト 、 並
び に 標 準 的 な ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は ピ ペ ッ ト チ ッ プ 箱 の た め の ９ つ
の 位 置 を 有 す る 小 さ い デ ッ キ か ら な る 。 し か し 、 ９ ６ ウ ェ ル ピ ペ ッ テ ィ ン グ ヘ ッ ド は 、 不
正 確 な 吸 引 さ れ た 流 体 容 積 ま た は 詰 ま っ た チ ッ プ を 検 出 す る こ と が で き る 液 体 感 知 能 力 を
有 せ ず 、 従 っ て 血 漿 ま た は 血 清 試 料 を 移 送 す る の に は 比 較 的 有 利 で は な い 。 さ ら に 、 ロ ボ
ッ ト は 、 試 料 お よ び 試 薬 を 、 ９ ６ ウ ェ ル 形 式 へ と 、 お よ び こ れ か ら 移 送 お よ び ／ ま た は 分
配 す る こ と が で き る が 、 試 料 を 管 へ と 、 お よ び こ れ か ら 移 送 す る こ と が で き な い 。 し か し
、 MiniTrakが 、 試 料 お よ び 試 薬 を 全 部 の ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト へ と す べ て １ 回 で 分 配 す る こ
と が で き る た め 、 こ れ は 、 適 時 性 が 重 要 で あ る Ｄ Ａ Ｚ ま た は Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ に お い て Ｍ Ｎ
Ｐ 基 質 を 分 配 す る 際 に は 、 顕 著 な 利 点 を 有 す る 。 MiniTrakロ ボ ッ ト 利 用 ス テ ー シ ョ ン の さ
ら な る 記 載 は 、 以 下 の ウ ェ ブ サ イ ト 中 に 見 出 す こ と が で き る ：
イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス ： las.perkinelmer.com/content/TechnicalInfo/P10503-Minitra
kSpecificationsSheet.pdf
【 ０ １ ６ ２ 】
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 自 動 化
　 上 記 し た Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 自 動 化 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ッ セ イ を ３ つ の 主 な タ ス
ク に 分 解 し た ： ９ ６ ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト へ の 試 料 の 負 荷 、 基 質 添 加 お よ び 読 み 取 り 。
各 々 の タ ス ク の 自 動 化 を 、 MultiPROBEお よ び MiniTrakロ ボ ッ ト 利 用 基 本 骨 格 に お い て 評 価
し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】

　 MultiPROBE基 本 骨 格 に お け る 自 動 化 さ れ た 試 料 移 送 の た め に 、 管 を 、 管 ホ ル ダ ー 中 に 配
置 し 、 ま た は ス ト ッ ク 試 料 プ レ ー ト を 、 デ ッ キ 上 に 配 置 し た （ 最 大 １ ４ 個 ） 。 MultiPROBE
系 に お け る 試 料 移 送 プ ロ グ ラ ム を 、 開 始 し 、 こ れ は 、 以 下 の 行 為 を 含 む ： 流 し 洗 浄 、 チ ッ
プ の 採 取 、 試 料 の 採 取 、 試 料 の 試 料 ／ ア ッ セ イ プ レ ー ト （ ９ ６ ウ ェ ル ） 中 へ の 分 配 、 チ ッ
プ の 廃 棄 お よ び 繰 り 返 し 。 試 料 プ レ ー ト を 標 識 し 、 用 い る ま で ４ ℃ で 保 存 し た 。 長 期 間 の
保 存 の た め に 、 プ レ ー ト を 、 用 い る ま で 密 閉 し 、 － ８ ０ ℃ に お い て 保 存 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 試 料 ／ ア ッ セ イ プ レ ー ト （ 最 大 ２ ８ 個 ） を 、 MultiPROBEデ ッ キ
上 に 配 置 し た 。 １ ． ４ ｍ Ｌ の Ｒ ２ 基 質 を 、 各 々 の プ ロ ー ブ 中 に 、 廃 棄 可 能 な チ ッ プ を 取 り
付 け ず に 採 取 し 、 次 に １ １ ０ ｕ Ｌ の Ｒ ２ 基 質 を 、 す べ て の ウ ェ ル 中 に 約 ４ ０ 秒 に わ た り 分
配 し た 。 吸 収 の 変 化 を 、 直 ち に プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 、 動 的 モ ー ド で ４ ０ ５ ｎ ｍ に お
い て ５ 分 間 、 Ｒ ２ を 添 加 し た 後 に 測 定 し た 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 、 室 温 に 設 定 し 、 自 動 混
合 を 、 読 み 取 り 前 に １ 回 ２ ０ 秒 に わ た り 混 合 す る よ う に 設 定 し 、 デ ー タ ポ イ ン ト を 、 １ ５
秒 間 隔 で 得 た 。 プ ロ ト コ ル を 、 各 々 の 前 の プ レ ー ト の 読 み 取 り が 完 了 し た 後 に 、 そ の 後 の
プ レ ー ト を 用 い て 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
MultiPROBEＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ 性 能
　 MultiPROBEＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 再 現 性 、 正 確 さ お よ び 潜 在 的 な プ レ ー ト 効 果 を 、 単 一 の 模
擬 血 漿 試 料 （ ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ で ス パ イ ク し た ウ シ 血 清 ） を 用 い て 、 ２ つ の ア ッ セ イ プ レ
ー ト に お い て 試 験 し て 、 試 料 の １ ９ ２ 個 の 複 製 を 生 じ た （ 以 下 の 表 を 参 照 ） 。 以 下 は 、 各
々 の プ レ ー ト の 各 々 の 横 列 お よ び 縦 列 の 平 均 、 中 央 値 、 標 準 偏 差 お よ び ％ Ｃ Ｖ を 示 す 分 析
の 結 果 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ７ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ８ 】
　 分 析 の 結 果 は 、 顕 著 な プ レ ー ト 効 果 が 、 MultiPROBEＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に
つ い て 観 察 さ れ な か っ た こ と を 示 す 。 さ ら に 、 こ の ア ッ セ イ に よ り 、 優 れ た ア ッ セ イ 内 お
よ び ア ッ セ イ 間 Ｃ Ｖ が 示 さ れ 、 こ れ は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ を 、 MultiPROBE
基 本 骨 格 に お い て 自 動 化 す る こ と が で き る こ と を 例 証 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】

　 MiniTrak基 本 骨 格 に お け る 自 動 化 さ れ た 試 料 移 送 に つ い て 、 ス ト ッ ク 試 料 プ レ ー ト を 、
試 料 ス タ ッ カ ー （ 最 大 １ ２ 個 ） 上 に 負 荷 さ せ 、 等 し い 数 の 空 の ア ッ セ イ プ レ ー ト を 、 ア ッ
セ イ プ レ ー ト ス タ ッ カ ー 上 に 負 荷 さ せ た 。 MiniTrakシ ス テ ム に お け る 試 料 移 送 プ ロ グ ラ ム
を 開 始 し 、 こ れ は 、 以 下 の 行 為 を 含 む ： チ ッ プ の 採 取 、 ２ ５ ｕ Ｌ の 試 料 の 採 取 、 試 料 の ア
ッ セ イ プ レ ー ト 中 へ の 分 配 、 チ ッ プ の 廃 棄 お よ び 繰 り 返 し 。 試 料 プ レ ー ト を 標 識 し 、 用 い
る ま で ４ ℃ で 保 存 し た 。 長 期 間 の 保 存 の た め に 、 プ レ ー ト を 、 用 い る ま で 密 閉 し 、 － ８ ０
℃ に お い て 保 存 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 試 料 を 負 荷 し た ア ッ セ イ プ レ ー ト （ 最 大 １ ２ 個 ） を 、 ア ッ セ イ
プ レ ー ト ス タ ッ カ ー 上 に 配 置 し た 。 MiniTrak基 本 骨 格 は 、 チ ッ プ を 採 取 し 、 １ １ ５ ｕ Ｌ の
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Ｒ ２ 基 質 を 、 各 々 の チ ッ プ 中 に 吸 引 し た 。 １ １ ０ ｕ Ｌ の Ｒ ２ 基 質 を 、 す べ て の ウ ェ ル 中 に
分 配 し 、 チ ッ プ を 廃 棄 し た 。 吸 収 の 変 化 を 、 直 ち に プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 、 動 的 モ ー
ド で ４ ０ ５ ｎ ｍ に お い て ５ 分 間 、 Ｒ ２ を 添 加 し た 後 に 測 定 し た 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 、 室
温 に 設 定 し 、 自 動 混 合 を 、 読 み 取 り 前 に １ 回 ２ ０ 秒 に わ た り 混 合 す る よ う に 設 定 し 、 デ ー
タ ポ イ ン ト を 、 １ ５ 秒 間 隔 で 得 た 。 プ ロ ト コ ル を 、 各 々 の 前 の プ レ ー ト の 読 み 取 り が 完 了
し た 後 に 、 そ の 後 の プ レ ー ト を 用 い て 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ 性 能
　 MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 性 能 を 、 バ ッ チ 試 行 の 間 の 再 現 性 お よ び 正
確 さ 、 プ レ ー ト 効 果 の 証 拠 、 正 常 な 血 漿 に お け る 手 動 の Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に 対 す る 相 関 お よ
び 精 度 に つ い て 評 価 し た 。 典 型 的 な バ ッ チ 試 行 は 、 １ ０ 個 の プ レ ー ト を 試 験 す る こ と か ら
な り 、 こ れ を 、 １ 人 の 操 作 者 に よ り ２ 時 間 で 完 了 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ バ ッ チ 試 行 再 現 性 お よ び プ レ ー ト 効 果
　 バ ッ チ 試 行 に お け る 再 現 性 お よ び 正 確 さ 、 並 び に MiniTrakＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 潜 在 的 な プ
レ ー ト 効 果 を 試 験 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 単 一 の 模 擬 し た 血 漿 試 料 （ ｒ Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ
２ で ス パ イ ク し た ウ シ 血 清 ） を 、 １ ０ 個 の ア ッ セ イ プ レ ー ト に お い て 試 験 し て 、 試 料 の ９
６ ０ 個 の 複 製 を 生 じ た 。 以 下 は 、 各 々 の プ レ ー ト の 各 々 の 横 列 お よ び 縦 列 の 平 均 、 中 央 値
、 標 準 偏 差 お よ び ％ Ｃ Ｖ を 示 す 分 析 の 結 果 で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ４ 】
【 表 １ ４ 】
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【 ０ １ ７ ５ 】
　 分 析 の 結 果 は 、 顕 著 な プ レ ー ト 効 果 は 、 MiniTrakＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て 観 察 さ れ な か
っ た こ と を 示 す 。 さ ら に 、 こ の ア ッ セ イ に よ り 、 優 れ た ア ッ セ イ 内 お よ び ア ッ セ イ 間 Ｃ Ｖ
が 示 さ れ た 。 こ の 値 は 、 １ ０ 個 の プ レ ー ト の バ ッ チ 試 行 を 通 し て 再 現 可 能 で あ り 、 こ れ は
、 ド リ フ ト の な い 正 確 な 値 が 、 バ ッ チ 試 行 の 間 得 ら れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
自 動 化 さ れ た MiniTrakＤ Ａ Ｚ と 手 動 の Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ と の 間 の 相 関
　 手 動 の Ｄ Ａ Ｚ お よ び 自 動 化 さ れ た MiniTrakＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ か ら 由 来 す る 値 の 間 の 相 関 を
試 験 す る た め に 、 ８ ０ 個 の 正 常 な 血 漿 試 料 を 、 両 方 の ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 し 、 値 を 、 直
線 回 帰 プ ロ ッ ト に お い て 相 関 さ せ た 。 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に つ い て の 最 良 の 適 合 線 は 、 ｙ ＝
０ ． ９ ５ ５ ７ ｘ － ０ ． ３ ０ １ ３ の 勾 配 を 有 し て い た 。 さ ら に 、 デ ー タ セ ッ ト に つ い て の Ｒ
２ 値 は 、 ０ ． ９ ４ ８ ７ で あ っ た 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 手 動 の Ｄ Ａ Ｚ と MiniTrakＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ と の 間 の 優 れ た 相 関 を 例 証 し
て い る 。 MiniTrakに お け る 自 動 化 さ れ た Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 の 投 与
に よ る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の 変 化 の 検 出 に つ い て 、 手 動 の Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ と 同 等 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ 精 度
　 MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の ア ッ セ イ 内 変 動 性 を 、 ３ つ １ 組 で
試 行 し た ２ ４ 個 の 血 漿 試 料 の ％ Ｃ Ｖ か ら 計 算 し た 平 均 の ％ Ｃ Ｖ に よ り 評 価 し た 。 以 下 の 表
は 、 ３ 回 の 試 行 に お け る ２ ４ 個 の 試 料 か ら の 平 均 の ％ Ｃ Ｖ お よ び 平 均 の ア ッ セ イ 内 ％ Ｃ Ｖ
を 示 す 。 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の 精 度 を 、 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に つ い て 計 算 し た 。
【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ８ 】
　 MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の ア ッ セ イ 間 変 動 性 を 、 ３ つ の 独 立
し た ア ッ セ イ に お い て 分 析 し た ２ ４ 個 の 血 漿 試 料 に つ い て の 値 か ら の ％ Ｃ Ｖ に よ り 評 価 し
た 。 各 々 に つ い て の 平 均 の ア ッ セ イ 間 ％ Ｃ Ｖ を 、 ２ ４ 個 の 試 料 の 勾 配 か ら 計 算 し た 。 Mini
TrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の 精 度 を 、 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に つ い て 計
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算 し た 。
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 に 基 づ く ア ッ セ イ 、 例 え ば Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 、 自 動
化 さ れ た 基 本 骨 格 、 例 え ば MultiPROBEお よ び MiniTrak自 動 化 基 本 骨 格 へ の 改 作 を 、 成 功 に
例 証 し た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 MiniTrak基 本 骨 格 に お け る 自 動 化 さ れ た Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ
イ は 、 優 れ た 再 現 性 お よ び 精 度 を 示 し 、 手 動 の Ｄ Ａ Ｚ 方 法 に 対 し て 良 好 な 相 関 を 有 す る こ
と を 例 証 し た 。 さ ら に 、 自 動 化 さ れ た MiniTrakＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ は 、 操 作 者 あ た り ２ 時 間 で
バ ッ チ あ た り １ ０ 個 の プ レ ー ト （ ９ ６ ０ 個 の 決 定 ） を 分 析 す る こ と が で き る 、 高 処 理 能 力
ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 処 理 能 力 に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 、 １ 人 の 操 作 者 が 、 １ 日 あ た り
２ つ の バ ッ チ 試 行 を 信 頼 可 能 に 行 い 、 １ 日 あ た り ２ ０ 個 の プ レ ー ト の 分 析 ま た は １ ９ ２ ０
個 の 決 定 を 得 る こ と が で き る と 推 定 す る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 両 方 の ロ ボ ッ ト 利 用 シ ス テ ム を 、 ９ ６ ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト へ の 試 料
の 負 荷 お よ び 基 質 の 添 加 に 成 功 に 適 用 し た が 、 プ レ ー ト を ロ ボ ッ ト 利 用 ス テ ー シ ョ ン か ら
プ レ ー ト リ ー ダ ー に 移 動 さ せ る の に 、 操 作 者 に 頼 っ て い た 。 し か し 、 適 切 な 装 置 お よ び 改
変 に よ り 、 段 階 の す べ て を 自 動 化 す る こ と が で き る こ と が 、 予 期 さ れ る 。 Zymarkツ イ ス タ
ー ア ー ム を MiniTrakに 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 全 部 の プ ロ セ ス の 自 動 化 が 可 能 に な る 。 さ
ら に 、 特 に 試 料 を 管 か ら プ レ ー ト に 移 動 さ せ る 際 に は 、 試 料 の ア ッ セ イ プ レ ー ト に 対 す る
負 荷 を 、 手 動 で 、 ま た は 感 度 の 高 い 液 体 検 出 能 力 （ 例 え ば MultiPROBE） を 備 え た ロ ボ ッ ト
利 用 シ ス テ ム で 行 う の が 、 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 シ ス テ ム が 、 血 漿 お よ び 血 清 試 料 に お い て 共 通 し て 見 出 さ れ る 妨 害 的 な 粒 子 に よ り 、 詰
ま っ た チ ッ プ を 検 出 す る こ と が で き る の が 、 有 利 で あ る 。 さ ら に 、 基 質 を ア ッ セ イ プ レ ー
ト の す べ て の ９ ６ ウ ェ ル 中 に 加 え る の を 、 ９ ６ ヘ ッ ド 分 配 装 置 （ 例 え ば MiniTrak） を 備 え
た ロ ボ ッ ト 利 用 シ ス テ ム を 用 い て 同 時 に 行 っ て 、 良 好 な 精 度 を 維 持 す る の が ま た 、 有 利 で
あ る 。 従 っ て 、 両 方 の ロ ボ ッ ト 利 用 シ ス テ ム 、 即 ち ９ ６ ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト に 負 荷 す
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る 試 料 に つ い て の MultiPROBE（ ま た は 手 動 ピ ペ ッ テ ィ ン グ ） 、 お よ び 基 質 添 加 に つ い て の
MiniTrakは 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 自 動 化 に お い て 有 用 で あ る 。 適 切 な 装 置
を 用 い て 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の す べ て の プ ロ セ ス ／ タ ス ク を 、 １
つ の 統 合 さ れ た シ ス テ ム に お い て 完 全 に 自 動 化 す る こ と が で き る と 、 予 期 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 自 動 化
　 上 記 し た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 自 動 化 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ッ セ イ を ５ つ の
主 な タ ス ク に 分 解 し た ： ９ ６ ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト へ の 試 料 の 負 荷 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 、 洗 浄 、 基 質 添 加 お よ び 読 み 取 り 。 各 々 の タ ス ク の 自 動 化 を 、 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 自 動 化
に つ い て 観 察 さ れ た 成 功 に よ り 、 MiniTrakロ ボ ッ ト 利 用 基 本 骨 格 に お い て 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 ２ ０ ｕ Ｌ の 血 漿 試 料 、 標 準 お よ び 対 照 を 、 抗 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 ２ Ｃ １ ０ 抗 体 で 被 覆 し た
半 ウ ェ ル (halfwell)ア ッ セ イ プ レ ー ト 中 に 、 MultiPROBE基 本 骨 格 （ 上 記 し た 方 法 ） 、 Mini
Trak（ 上 記 し た 方 法 ） 、 ま た は 手 動 の い ず れ か を 用 い て 移 送 し た 。 こ れ を 、 ５ つ の プ レ ー
ト に つ い て 行 っ た （ １ つ の バ ッ チ 試 行 は 、 ５ つ の プ レ ー ト で あ る ） 。 時 間 を 、 プ レ ー ト １
に つ い て 記 録 し 、 そ の 後 の 段 階 を 、 プ レ ー ト １ に つ い て 開 始 し た 。 同 一 の 手 順 を 、 各 々 の
プ レ ー ト に つ い て 、 連 続 し て ６ 分 間 隔 で 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 血 漿 試 料 、 標 準 お よ び 対 照 を 加 え た 後 に 、 プ レ ー ト を 密 封 し 、 １ ８ ０ ｒ ｐ ｍ で 振 盪 し な
が ら 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 プ レ ー ト を 、 ０
． ０ ５ ％ の Tween-20を 含 む ７ ５ ｕ Ｌ の １ ｘ Ｔ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 MiniTrak上 に 配 置 し た 。
MiniTrak上 で の 採 取 チ ッ プ の 機 能 を 開 始 し 、 ２ ３ ｕ Ｌ の Ｒ ２ 基 質 を 、 各 々 の チ ッ プ 中 に 吸
引 し た 。 ２ ０ ｕ Ｌ の Ｒ ２ 基 質 を 、 各 々 の ウ ェ ル 中 に 分 配 し た 後 に 、 チ ッ プ を 廃 棄 し た 。 吸
収 の 変 化 を 、 直 ち に プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 、 動 的 モ ー ド で ４ ０ ５ ｎ ｍ に お い て ５ 分 間
、 Ｒ ２ を 添 加 し た 後 に 測 定 し た 。 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 、 室 温 に 設 定 し 、 自 動 混 合 を 、 読 み
取 り 前 に １ 回 １ ０ 秒 に わ た り 混 合 す る よ う に 設 定 し 、 デ ー タ ポ イ ン ト を 、 １ ５ 秒 間 隔 で 得
た 。 プ ロ ト コ ル を 、 各 々 の 前 の プ レ ー ト の 読 み 取 り が 完 了 し た 後 に 、 そ の 後 の プ レ ー ト を
用 い て 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ 性 能
　 MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ の 性 能 を 、 バ ッ チ 試 行 の 間 の 再 現 性 お よ び 正
確 さ 、 プ レ ー ト 効 果 の 証 拠 、 正 常 な 血 漿 試 料 に お け る 手 動 の Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に 対
す る 相 関 お よ び 精 度 に つ い て 評 価 し た 。 典 型 的 な バ ッ チ 試 行 は 、 ５ 個 の プ レ ー ト を 試 験 す
る こ と か ら な り 、 こ れ を 、 １ 人 の 操 作 者 に よ り １ ． ５ 時 間 で 完 了 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
MiniTrakバ ッ チ 試 行 再 現 性 お よ び プ レ ー ト 効 果
　 バ ッ チ 試 行 に お け る 再 現 性 お よ び 正 確 さ 、 並 び に MiniTrakＨ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 潜
在 的 な プ レ ー ト 効 果 を 試 験 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 単 一 の 模 擬 血 漿 試 料 （ ｒ Ｌ ｐ － Ｐ
Ｌ Ａ ２ で ス パ イ ク し た ウ シ 血 清 ） を 、 ５ 個 の ア ッ セ イ プ レ ー ト に お い て 試 験 し て 、 試 料 の
４ ８ ０ 個 の 複 製 を 作 製 し た 。 以 下 は 、 各 々 の プ レ ー ト の 各 々 の 横 列 お よ び 縦 列 の 平 均 、 中
央 値 、 標 準 偏 差 お よ び ％ Ｃ Ｖ を 示 す 分 析 の 結 果 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ８ 】
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
　 分 析 の 結 果 は 、 MiniTrakＨ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ が 、 MiniTrakＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ よ り も 高
い ウ ェ ル ご と の 変 動 性 を 有 し て い た が 、 一 般 的 に 、 顕 著 な プ レ ー ト 効 果 は 、 MiniTrakＨ Ｉ
Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に お い て 観 察 さ れ な か っ た こ と を 示 す 。 さ ら に 、 こ の ア ッ セ イ に よ り
、 許 容 し 得 る ア ッ セ イ 内 お よ び ア ッ セ イ 間 Ｃ Ｖ が 示 さ れ 、 値 は 、 ５ 個 の プ レ ー ト の バ ッ チ
試 行 を 通 し て 再 現 可 能 で あ り 、 こ れ は 、 ド リ フ ト の な い 正 確 な 値 が 、 バ ッ チ 試 行 の 間 得 ら
れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
MiniTrakＨ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ と 手 動 の Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ と の 間 の 相 関
　 手 動 の Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ お よ び 自 動 化 さ れ た MiniTrakＨ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ か ら 由 来 す
る 値 の 間 の 相 関 を 試 験 す る た め に 、 ８ ０ 個 の 正 常 な 血 漿 試 料 を 、 両 方 の ア ッ セ イ を 用 い て
試 験 し 、 値 を 、 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に お い て 相 関 さ せ た 。 ４ つ の 試 料 は 、 Ｃ Ｖ 範 囲 に 適 合 せ
ず 、 従 っ て 分 析 か ら 除 外 し た 。 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に つ い て の 最 良 の 適 合 線 は 、 ｙ ＝ ０ ． ８
９ ７ １ ｘ ＋ ２ ． ５ ５ ７ ３ の 勾 配 を 有 し て い た 。 さ ら に 、 デ ー タ セ ッ ト に つ い て の Ｒ ２ 値 は
、 ０ ． ８ ４ ９ ３ で あ っ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 結 果 は 、 手 動 の Ｈ Ｉ Ｃ と MiniTrakＨ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ と の 間 に 良 好 な 相 関 が あ る こ と を 示 し
て い る 。 さ ら に 、 MiniTrakに お け る 自 動 化 さ れ た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 阻 害 剤 の 投 与 に よ る Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 の 変 化 の 検 出 に つ い て 、 手 動 の Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ
Ｚ ア ッ セ イ と 同 等 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ 精 度
　 MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の ア ッ セ イ 内 変 動 性 を 、 ３
つ １ 組 で 試 行 し た ２ ４ 個 の 血 漿 試 料 の ％ Ｃ Ｖ か ら 計 算 し た 平 均 の ％ Ｃ Ｖ に よ り 評 価 し た 。
以 下 の 表 は 、 ３ 回 の 試 行 か ら の 平 均 の ％ Ｃ Ｖ お よ び こ れ ら の ３ 回 の 試 行 の 各 々 か ら の 平 均
の ア ッ セ イ 内 ％ Ｃ Ｖ を 示 す 。 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の 精 度 を 、 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／
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ｍ Ｌ に つ い て 計 算 し た 。
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ３ 】
　 MiniTrakＬ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の ア ッ セ イ 間 変 動 性 を 、 ３
つ の 独 立 し た ア ッ セ イ に お い て 分 析 し た ２ ４ 個 の 血 漿 試 料 に つ い て の 値 か ら の 平 均 の ア ッ
セ イ 間 ％ Ｃ Ｖ に よ り 評 価 し た 。 各 々 に つ い て の 平 均 の ア ッ セ イ 間 ％ Ｃ Ｖ を 、 ２ ４ 個 の 試 料
の 勾 配 か ら 計 算 し た 。 Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ に つ い て の 精 度 を 、 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に つ い て 計
算 し た 。
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【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 、 自 動 化 さ れ た 基 本 骨 格 、
例 え ば MiniTrak自 動 化 基 本 骨 格 へ の 改 作 を 、 成 功 に 例 証 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 MiniTrakに
お け る 自 動 化 さ れ た Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ は 、 許 容 し 得 る 再 現 性 お よ び 精 度 を 示 し 、 手 動 の Ｈ Ｉ
Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ 方 法 に 対 し て 良 好 な 相 関 を 有 す る こ と を 例 証 し た 。 さ ら に 、 自 動 化 さ れ た Mini
TrakＨ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ は 、 操 作 者 あ た り １ ． ５ 時 間 で バ ッ チ あ た り ５ 個 の プ レ ー ト
（ ４ ８ ０ 個 の 決 定 ） を 分 析 す る こ と が で き る 、 高 処 理 能 力 ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 処 理 能 力
に 基 づ い て 、 １ 人 の 操 作 者 は 、 １ 日 あ た り ３ つ の バ ッ チ 試 行 を 信 頼 可 能 に 行 い 、 １ 日 あ た
り １ ５ 個 の プ レ ー ト の 分 析 ま た は １ ４ ４ ０ 個 の 決 定 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 MiniTrakＤ Ａ Ｚ ア ッ セ イ と 同 様 に 、 本 発 明 者 ら は 、 前 に 記 載 し た ロ ボ ッ ト 利 用 の シ ス テ
ム を 、 ９ ６ ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト へ の 試 料 の 負 荷 お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ へ の 基
質 の 添 加 に 成 功 に 適 用 し た が 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 プ レ ー ト を ロ ボ ッ ト 利 用 ス テ ー シ ョ ン
か ら プ レ ー ト リ ー ダ ー に 移 動 さ せ る の に 、 操 作 者 に 頼 っ て い た 。 し か し 、 適 切 な 装 置 お よ
び 改 変 に よ り 、 段 階 の す べ て を 統 合 さ れ た シ ス テ ム に お い て 自 動 化 す る こ と が で き る こ と
が 、 予 期 さ れ る 。 Zymarkツ イ ス タ ー ア ー ム を MiniTrakに 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 プ ロ セ ス
全 体 が 自 動 化 さ れ る 。 特 に 試 料 を 管 か ら プ レ ー ト に 移 動 さ せ る 際 に は 、 試 料 の ア ッ セ イ プ
レ ー ト に 対 す る 負 荷 を 、 手 動 で 、 ま た は 血 漿 お よ び 血 清 試 料 に お い て 共 通 し て 見 出 さ れ る
粒 子 に よ り 詰 ま っ た チ ッ プ を 検 出 す る こ と が で き る 、 感 度 の 高 い 液 体 検 出 能 力 （ 例 え ば Mu
ltiPROBE） を 備 え た ロ ボ ッ ト 利 用 シ ス テ ム で 行 う の が 、 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】

　 将 来 の 疫 学 的 研 究 に お い て 血 清 試 料 を 試 験 す る た め の 上 記 し た 活 性 に 基 づ く Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 検 出 方 法 の 好 適 性 を 、 評 価 し た 。 整 合 し た 血 清 試 料 と 血 漿 試 料 と の 間 で 、 Ｄ Ａ Ｚ お よ
び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ 形 式 に つ い て 、 比 較 を 行 っ た 。 整 合 し た 血 清 試 料 と 血 漿 試 料 と
の 間 の 相 関 お よ び 正 常 な 範 囲 の 比 較 を 報 告 す る 。
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　 ２ ０ ０ 人 の PromedDxお よ び ３ ８ 人 の diaDexusド ナ ー か ら の 整 合 し た 血 漿 お よ び 血 清 試 料
を 、 各 々 の 試 料 に お い て 測 定 さ れ た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 レ ベ ル の 相 関 に つ い て 、 試 験 し た
。 す べ て の 試 料 を 、 MiniTrakに お け る 自 動 化 さ れ た Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ
を 用 い て 試 験 し た 。 値 を 、 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に お い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ３ ８ 人 の diaDexusド ナ ー か ら の 整 合 し た 血 漿 試 料 と 血 清 試 料 と の 間 の 、 自 動 化 さ れ た Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ を 用 い た 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に よ り 、 ｙ ＝ １ ． ０ ３ ８ ６ ｘ ＋
０ ． ７ ９ ９ ７ の 勾 配 を 有 す る 最 良 の 適 合 線 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 デ ー タ セ ッ ト に つ い て の
Ｒ ２ 値 は 、 ０ ． ９ ８ ３ ５ で あ っ た 。
　 ２ ０ ０ 個 の PromeDx(Norton, MA)試 料 か ら の 整 合 し た 血 漿 試 料 と 血 清 試 料 と の 間 の 、 自
動 化 さ れ た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ を 用 い た 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に よ り 、 ｙ ＝ ０ ．
９ ７ ７ １ ｘ ＋ ３ ． ７ ６ ９ ２ の 勾 配 を 有 す る 最 良 の 適 合 線 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 デ ー タ セ ッ
ト に つ い て の Ｒ ２ 値 は 、 ０ ． ９ ３ ５ ６ で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ３ ８ 人 の diaDexusド ナ ー か ら の 整 合 し た 血 漿 試 料 と 血 清 試 料 と の 間 の 、 自 動 化 さ れ た Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ を 用 い た 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に よ り 、 ｙ ＝ ０ ． ９ １
０ ６ ｘ ＋ １ ． ３ ８ ２ ４ の 勾 配 を 有 す る 最 良 の 適 合 線 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 デ ー タ セ ッ ト に
つ い て の Ｒ ２ 値 は 、 ０ ． ７ ８ ６ で あ っ た 。
　 ２ ０ ０ 個 の PromeDx試 料 か ら の 整 合 し た 血 漿 試 料 と 血 清 試 料 と の 間 の 、 自 動 化 さ れ た Ｌ
ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ を 用 い た 直 線 回 帰 プ ロ ッ ト に よ り 、 ｙ ＝ ０ ． ７ ７
２ ８ ｘ ＋ ４ ． ５ ４ ５ ８ の 勾 配 を 有 す る 最 良 の 適 合 線 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 デ ー タ セ ッ ト に
つ い て の Ｒ ２ 値 は 、 ０ ． ６ ８ ４ ６ で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 結 果 は 、 血 漿 お よ び 血 清 か ら の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 レ ベ ル 間 の 相 関 は 、 特 に Ｄ Ａ Ｚ ア ッ
セ イ に つ い て 優 れ て い る こ と を 示 す 。 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に お け る 血 漿 試 料 と 血 清 試 料 と の 間
の 極 め て 高 い 相 関 に よ り 、 当 該 形 式 に つ い て は 、 血 漿 試 料 と 血 清 試 料 と の 間 に 事 実 上 差 異
は な い こ と が 示 さ れ る 。 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に よ り 、 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ よ り も 低 い 血 漿
試 料 と 血 清 試 料 と の 間 の 相 関 が 例 証 さ れ 、 こ れ は 、 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に お け る 比 較
的 高 い 分 析 的 変 動 性 に よ る も の で あ り 得 る 。 し か し 、 デ ー タ は 、 血 漿 お よ び 血 清 か ら 由 来
す る Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ 値 間 の 良 好 な 相 関 を 示 し 、 こ れ は 、 一 般 的 に 、 血 漿 お よ び 血 清 か ら 検
出 さ れ た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 レ ベ ル 間 に 顕 著 な 差 異 は な い と 見 ら れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】

　 血 漿 試 料 お よ び 血 清 試 料 か ら 由 来 す る Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ 正 常 範 囲 値 を 比 較 す
る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 上 記 し た ２ ０ ０ 個 の 整 合 す る 血 漿 お よ び 血 清 試 料 か ら の Ｄ Ａ Ｚ
お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ 値 の 分 布 曲 線 を プ ロ ッ ト し た 。 こ れ ら の 正 常 範 囲 の プ ロ ッ ト を 、 以
下 の 表 中 に 表 す 。
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【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ １ 】
　 上 記 の デ ー タ は 、 正 常 範 囲 の 分 布 が 、 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ ア ッ セ イ の 両 方 に つ い て 、 血
漿 試 料 と 血 清 試 料 と の 間 で ほ ぼ 同 一 で あ る こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 再 び 、 ２ ０ ０ 個
の 整 合 す る 血 漿 お よ び 血 清 試 料 か ら 由 来 す る Ｄ Ａ Ｚ 値 と Ｈ Ｉ Ｃ 値 と の 間 の 極 め て 高 い 相 関
を 示 し た 本 発 明 者 ら の 前 の 観 察 を 支 持 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
例 ８ ： ア ッ セ イ 形 式 間 の 変 換 因 子
　 ２ ０ ０ 個 の PromeDx正 常 血 漿 試 料 を 用 い て 、 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ MiniTrak自 動
化 ア ッ セ イ 形 式 の 両 方 を 用 い た 分 布 に 基 づ い て 、 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ か ら ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ へ の
変 換 因 子 を 決 定 し た 。 Molecular Devices (Sunnyvale, CA)か ら の SoftMax Pro 4.7.1ソ フ
ト ウ エ ア を 用 い て 、 勾 配 値 を 発 生 さ せ る 各 々 の 試 料 の 光 学 密 度 を 採 集 し た 。 勾 配 を 、 そ れ
ぞ れ Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｄ Ａ Ｚ に つ い て １ ． １ １ お よ び １ ． ４ ３ を 乗 じ る こ と に よ り 、
ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ に 変 換 し た 。 こ れ ら の 変 換 を 、 上 記 し た ｐ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル （ Ｐ Ｎ
Ｐ ） 標 準 に 基 づ い て 決 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ お よ び ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ に つ い て の 値 を 、 SAS Institute (Cary, NC)か ら
の Ｊ Ｍ Ｐ ４ 統 計 的 発 見 ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 見 積 も っ た 。 デ ー タ を 、 Analyzeオ プ シ ョ ン
グ ル ー プ の 下 で Distributionツ ー ル を 用 い て 加 工 し た 。 各 々 の ア ッ セ イ の 標 準 曲 線 の 直 線
範 囲 内 の 当 該 値 の み を 、 分 析 し た 。 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ の 直 線 範 囲 は 、 ０ ～ ２ ７ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ
で あ る と 決 定 さ れ 、 Ｄ Ａ Ｚ の 直 線 範 囲 は 、 ０ ～ １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ で あ る と 決 定 さ れ た 。
こ れ ら の 範 囲 内 の 同 等 の 百 分 位 数 か ら の 値 を 、 直 線 状 回 帰 分 析 を 行 う こ と に よ り 比 較 し た
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。 こ の プ ロ グ ラ ム に お い て 生 じ た 等 式 を 、 変 換 因 子 と し て 指 定 し た 。 Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ
セ イ に つ い て の ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ か ら ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ へ の 変 換 因 子 は 、 ｙ ＝ ８ ． ４ ４ ６ ４ ｘ
－ １ ０ ． ７ ７ １ で あ り 、 Ｒ ２ 値 は ０ ． ９ ８ ７ ４ で あ る 。 Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に つ い て の ｎ ｇ ／
ｍ Ｌ か ら ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ へ の 変 換 因 子 は 、 ｙ ＝ ４ ． ３ ４ ０ ４ ｘ － ９ ８ ． ６ ２ ５ で あ り
、 Ｒ ２ 値 は ０ ． ９ ９ ５ ６ で あ る 。 両 方 の ア ッ セ イ 形 式 は 、 活 性 と 質 量 測 定 と を 高 度 に 相 関
さ せ る こ と が で き 、 こ れ は 、 種 々 の ア ッ セ イ か ら の 結 果 を 比 較 す る の に 有 用 で あ る 。 以 下
の 表 は 、 試 料 群 に お け る 種 々 の 分 位 に お け る 単 位 間 の 変 換 お よ び 単 位 間 の 定 量 を 例 証 す る
。
【 ０ ２ ０ ４ 】
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ｎ ｍ ｏ ｌ ／ 分 ／ ｍ Ｌ か ら ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ へ の 変 換 に よ り 、 種 々 の ア ッ セ イ 形 式 の 結 果 の 相 関
が 可 能 に な る 。 血 清 中 の 高 め ら れ た Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ レ ベ ル （ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） は 、 Ｃ Ｖ Ｄ の い
く つ か の 形 態 と 相 関 し て い る と 示 さ れ た 。 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ の 質 量 お よ び 活 性 レ ベ ル の 変 換
は 、 危 険 の 評 価 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 障 害 の 診 断 、 Ｃ Ｖ Ｄ 療 法 の た め の 人 の 選 択 お よ び Ｃ Ｖ Ｄ
療 法 、 例 え ば ス タ チ ン お よ び Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 阻 害 剤 に 対 す る 応 答 の モ ニ タ リ ン グ に お い て
用 い る た め の 種 々 の ア ッ セ イ 形 式 を 相 関 さ せ る の に 、 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 要 す る に 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ に お い て そ れ ぞ れ １ ９
２ ０ 個 お よ び １ ４ ４ ０ 個 の 決 定 の 完 了 、 ８ 時 間 シ フ ト の 間 の 操 作 者 を 可 能 に す る 、 自 動 化
さ れ た 高 処 理 能 力 の Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ ア ッ セ イ を 成 功 に 開 発 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ の 完 全 な 自 動 化 が 可 能 で あ る こ と を 例 証
す る 。 自 動 化 さ れ た ア ッ セ イ は 、 再 現 可 能 か つ 正 確 で あ り 、 正 常 な 試 料 に お け る 手 動 の 方
法 と 事 実 上 同 一 の デ ー タ を 発 生 す る 。 整 合 す る 血 漿 お よ び 血 清 試 料 の 評 価 は 、 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ
Ａ ２ 　 Ｄ Ａ Ｚ お よ び Ｈ Ｉ Ｃ － Ｄ Ａ Ｚ ア ッ セ イ が 共 に 、 血 漿 お よ び 血 清 に お い て 匹 敵 す る 値
を 発 生 す る こ と を 示 し 、 将 来 の 疫 学 的 研 究 に お い て 血 清 試 料 を 用 い る 可 能 性 を 示 す 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ７ 】
【 図 １ Ａ － １ Ｂ 】 複 合 免 疫 捕 獲 ア ッ セ イ の 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 捕 獲 ｍ Ａ ｂ と し て ２ ｃ １ ０ を 用 い た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ に お け る 血
漿 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 捕 獲 ｍ Ａ ｂ と し て Ｂ ２ ０ ０ ． １ を 用 い た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ に お け
る 血 漿 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 捕 獲 ｍ Ａ ｂ と し て Ｂ ５ ０ １ ． １ を 用 い た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ に お け
る 血 漿 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 捕 獲 ｍ Ａ ｂ と し て ２ ｃ １ ０ を 用 い た Ｈ Ｉ Ｃ － Ｍ Ｎ Ｐ ア ッ セ イ に お け る 血 漿 Ｌ ｐ －
Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 市 販 の Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ に お け る 血 漿 Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ７ 】 Ｄ Ｔ Ｎ Ｂ を 用 い た が 、 基 質 を 加 え て い な い 、 改 善 さ れ た Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ
に お け る 血 漿 試 料 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 改 善 さ れ た Ｔ ｈ ｉ ｏ Ｐ Ａ Ｆ ア ッ セ イ に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 の 後 の 血 漿
Ｌ ｐ － Ｐ Ｌ Ａ ２ 活 性 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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